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A. Introduction 

Les Psychides ont déja fourni & l’étude de la parthénogénése un ma- 
tériel & la fois homogéne et varié. Les travaux de SEILER ont montré 
Vintérét d’un examen approfondi de la morphologie, de la cytologie et 
de la répartition géographique d’une espéce, Solenobia triquetrella. 
L’analyse paralléle des formes bisexuées et parthénogénétiques de ce 
papillon donne de précieuses indications sur les origines et l’évolution 
de la parthénogénése. L’étude de deux autres espéces, Apterona helix 
(NARBEL 1946) et Solenobia lichenella (NARBEL-HOFSTETTER 1950) a 
révélé des processus cytologiques inconnus et des problémes différents. 
Une quatriéme espéce parthénogénétique, Luffia ferchaultella, dont je 
m’occupe depuis plusieurs années apporte une nouvelle contribution a la 
cytologie des Psychides. Le genre Luffia se préte particuliérement bien 
a l’étude des origines de la parthénogénése et des relations entre l’espéce 
parthénogénétique et l’espéce bisexuée dont elle dérive. Ces deux 
espéces présentent encore de nombreuses similitudes morphologiques et 
écologiques, leurs aires de répartition géographique sont partiellement 
confondues et leur croisement est encore possible. La grande variabilité 
morphologique de l’espéce parthénogénétique permet de supposer que 
nous sommes en présence d’une forme récente et mal stabilisée. Je publie 
donc ici en paralléle l’étude cytologique des deux espéces pour faciliter la 
comparaison et mettre en évidence les particularités de la parthéno- 


génése de Luffia?. 
B. Note systématique 


Le genre Luffia Tutt comprend quatre espéces. Deux sont bien connues: 
L. ferchaultella Sterx., parthénogénétique et L. lapidella Gorzz, bisexuée. Tous 
les auteurs s’accordent 4 dériver la premiére de la seconde. Une troisiéme espéce, 
L. maggiella CHAPMAN, qui serait formée de femelles semblables a ferchaultella 
quant a la morphologie et 4 lapidella quant au comportement est trés probablement 
une forme pseudogamique de cette derniére espéce (NARBEL-HOFSTETTER 1957b). 
De la quatriéme espéce, L. rebeli WaLSINGHAM, signalée de Ténériffe seulement, 
on ne sait presque rien et je ne l’ai pas examinée. 


C. Littérature 
Luffia est déja Pobjet d’une importante littérature. Son espéce parthéno- 
génétique, L. ferchaultella, abondante en Angleterre, a attiré trés tét l‘attention des 
entomologistes, tant au point de vue morphologique que biologique et écologique 
(Tutt 1900, CHapmMan 1901, Burrows 1932). Plus récemment, McDonoGH a 
publié des observations trés précises sur son habitat et sa distribution (1939), sur 


1 Je tiens & exprimer ici ma vive reconnaissance au Professeur SEILER pour 
ses conseils et l’intérét précieux qu’il témoigne & ce travail. Je remercie également 
le Professeur MaTTHEY ainsi que le Professeur et Madame ScHRADER dont les avis 
m’ont été fort utiles. J’adresse enfin mes remerciements 4 M. BourGoang, du 
Museum National d’Histoire Naturelle de Paris, qui m’a fait bénéficier de ses 
observations sur la répartition géographique des Luffia frangaises. 
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sa morphologie comparée a celle de l’espéce bisexuée L. lapidella (1941), enfin sur 
sa variabilité morphologique (1943). En France, Bourcoene s’intéresse également 
a la répartition géographique de Luffia et au probléme de la validité des espéces 
dans ce genre (1954). 

L’étude cytologique s’appuie done sur d’abondantes observations morpho- 
logiques et biologiques. Elle a donné lieu a plusieurs travaux préliminaires sur la 
parthénogénése (NARBEL-HOFSTETTER 1954, 1957a), la pseudogamie (NARBEL- 
HoFsTETTER 1955 et 1957b), le croisement des femelles parthénogénétiques avec 
les males de l’espéce bisexuée (NARBEL-HOFSTETTER 1956) et diverses particularités 
des ceufs normaux, pseudogamiques et parthénogénétiques (NARBEL-HOFSTETTER 
1958, 1960) 


D. Matériel et technique 
I. Luffia lapidella 

La répartition géographique de Luffia lapidella, les particularités écologiques, 
biologiques et morphologiques de cette espéce feront l’objet d’un autre travail. 
Aprés avoir examiné du matériel provenant d’une vingtaine de stations, j’ai pu 
mettre en évidence l’existence d’un développement pseudogamique trés fréquent 
dans cette espéce (NARBEL-HOFSTETTER 1955 et 1957). L’étude cytologique de la 
forme pseudogamique de lapidella sera également traitée plus tard. Je n’ai retenu 
pour l’étude de la forme bisexuée normale que le matériel originaire de deux stations 
(Tableau 1) dont la pseudogamie parait absente: Mesocco (Grisons, Suisse) et 
Chantilly (Oise, France). Le matériel cytologique récolté dans ces deux localités se 
révéle parfaitement homogéne, et les figures obtenues sont superposables. Ce travail 
est basé sur l’examen des pontes de plus de 60 femelles. 

Les chenilles récoltées en mai sont élevées quelques semaines, elles se chrysali- 
dent au milieu de juin et les adultes éclosent au début de juillet. Les males et les 
femelles ne sont réunis que pour l’accouplement, qui dure une a trois minutes. 
Aussit6t aprés, la femelle se met & pondre dans l’exuvie qu’elle vient de quitter. 
Cette exuvie se trouve elle-méme cachée dans le fourreau larvaire. La femelle y 
dépose une quarantaine d’ceufs en |’espace d’une demi-heure. Elle les recouvre de 
ses soies abdominales fuis se laisse tomber a terre et meurt. I] est donc facile de 
noter le début et la fin de la ponte, de fixer des ceufs d’age connu et d’établir une 
sériation satisfaisante. Pour |’étude de la maturation, de la fécondation et du 
début de la segmentation, j’ai fixé quelques femelles fraichement écloses et des 
pontes dont les ages s’échelonnent entre 1/,h. et 18h. Immédiatement avant la 
fixation, le fourreau larvaire est ouvert et l’exuvie en est retirée. I] est malheureuse- 
ment impossible d’extraire les ceufs de l’exuvie sans en abimer un grand nombre 
du fait de leur fragilité. On se contente de sectionner transversalement |’exuvie 
dans sa partie moyenne pour favoriser la pénétration du fixateur. Celle-ci est 
cependant irréguliére car les ceufs sont souvent pressés les uns contre les autres. 
J’ai employé les méthodes usuelles de la technique histologique: Fixation au 
Petrunkewitsch 4 50°, inclusion a la paraffine aprés déshydratation et passage au 
benzoate de méthyle, coupe 4 8 microns et coloration a ’hématoxyline ferrique selon 
Heidenhain. 

Les cinéses males sont obtenues de chenilles au dernier stade larvaire, immé- 
diatement avant la nymphose. Les testicules sont traités 4 l’eau distillée, fixés a 
lacide acétique, squashés et colorés au Feulgen. Les figures sont dessinées 4 la 
chambre claire Zeiss sur microscope Zeiss Standard équipé d’objectifs Neofluar. 
Les photographies sont prises au Leica sur le méme microscope. Les grossissements 
sont de 1350 x pour les photographies, et 1100 pour les figures, sauf indication 
contraire dans la légende. 
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IT. Luffia ferchaultella 


Les particularités morphologiques, systématiques, biologiques et écologiques 
de cette espéce, trés complexes du fait de leur grande variabilité, feront l’objet d’un 
travail séparé. Je signalerai seulement que la variabilité cytologique qui m’est 
apparue au début de cette étude m’a engagée a examiner du matériel provenant 
d’un grand nombre de stations. En voici la liste: 

Angleterre: Theale (Berkshire), Newnham (Gloucestershire), Colchester, Chelms- 
ford et Theydon (Essex), Horsham (Sussex), Cambridge (Cambridgeshire) et 
Londres. 

France: Orry-la-Ville, Compiégne et Chantilly (Oise), Malmaison, St Nom-la- 
Bretéche et Saclas (Seine et Oise), Fontainebleau et Melun (Seine et Marne), Tréo 


Tableau 1. Origine des eufs utilisés pour les illustrations 








Localité Numéros des figures 
L. lapidella 
Mendcab.14o> io odrart os | la, b, d; 2Za—e; 3a; 4a—e; 5c, d; 6a, c, d; 7a—e, f; 
8a—d; 9b—f; 20 g—i 
Shiarintvic st. tc pies | le; 2f£; 3b—d; 5a, b; 6b; 7d, e; 9a 
L. ferchaultella 
MMORID «se. +o oo 0b IOS Lads Lee 
Newnham ...... . | 16d, g; 20e 
Golahester = 358 2 20 
Chetmstord . ...1 <3. . eB A 
Horsham «= ¢-... 0. . 68 (98bs190 
ERMITOR 4 cn? 6s oS 
Orry. ......... | 10g; lle; 12c, e—g; 13a—g; 15e—g; 16b, c, e; 20d 
Compiégne. . .... . | 12a,d; 15a—d; 18d; 19d 
Chantilly 2... ses Jee Oe 
Malmaison. .... . . | 10a—c, e; 12b; 14a—j; 16h; 17¢ 
St.Nom.. . .:.. . . | we, d, h; oh—4* 16f, 1; 17a; 18a, 6; 19a, b; 20a;f 
Nacing=. 2 OS EAE Bs 180: 20d; 6 
Fontainebleau... . . | 10f 
DPOO sani et oe 





(Loir et Cher), Estérel et Babaou (Var). La plupart de ces localités ont été sub- 
divisées en plusieurs stations. J’ai élevé des pontes provenant de plusieurs de ces 
localités et examiné le matériel cytologique que j’en ai obtenu. II s’agit de Theale, 
Orry, Malmaison, St Nom, Saclas et Estérel. Ce travail est basé sur l’étude des 
pontes de 900 femelles environ (Tableau 1). 

Les récoltes et élevages de chenilles se passent 4 peu prés comme chez lapidella. 
Les femelles éclosent également au début de juillet, aux premiéres lueurs du jour. 
A peine sorties de leur exuvie et de leur fourreau, ou aprés une bréve période d’at- 
tente, elles se mettent en position de ponte et déposent dans l’exuvie une vingtaine 
d’ceufs en l’espace de deux heures. La ponte est souvent interrompue, elle parait 
se produire difficilement. La femelle ayant pondu tout ou partie de ses ceufs, 
quitte le fourreau et meurt. La sériation des stades est donc plus difficile que chez 
lapidella du fait de cette ponte irréguliére, lente et peu abondante. De plus les 
ceufs sont fréquemment écrasés par la femelle ou lésés par les soies abdominales 
dont elle les recouvre a chaque interruption de ponte. En raison de ces difficultés 
techniques supplémentaires, les ceufs de ferchaultella donnent des préparations 
moins satisfaisantes. 
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E. La eytologie de L. lapidella 
I. La maturation de leuf 


Les divisions de maturation se déroulent selon le schéma classique. 
Elles rappellent presque en tous points celles de |’ceuf de Solenobia tri- 
quetrella (SEILER 1923) et je les décris dans le but principal de permettre 
une comparaison précise avec les ceufs parthénogénétiques et pseudo- 
gamiques. 

1. La premiére division 

a) La métaphase. Le premier stade observé est la métaphase. On le 
trouve dans les ceufs ovariens des femelles venant d’éclore. Les ceufs 
restent 4 ce stade aussi longtemps que l’accouplement et la ponte ne se 
sont pas produits. Dans quelques cas exceptionnels, un développement 
parthénogénétique aberrant s’amorce dans les ceufs surmatires (NARBEL- 
HoFSTETTER 1960). Normalement la ponte seulement déclenche |’ana- 
phase. 

Le fuseau métaphasique (Fig. la et 2a), entouré d’une fine couche 
de cytoplasme. se trouve généralement dans le vitellus, mais 4 proximité 
de la périphérie. Il] atteint cette derniére au début de l’anaphase. Il a la 
forme d’un barillet anastral souvent irrégulier, limité par des fibres 
périphériques sans relation avec les chromosomes. Les fibres intérieures 
sont groupées en faisceaux attachés chacun 4 un bivalent. Les bivalents 
forment une plaque plane 4 |’équateur du fuseau. On en compte facile- 
ment 30 4 31. Ils sont fréquemment associés par deux (Fig. 2a) ou en 
chaines et présentent les mémes caractéristiques de coloration et de 
comportement que ceux des autres Psychides, en particulier ceux de 
Solenobia lichenella, caractéristiques que j’ai décrites ailleurs en détails 
(NARBEL-HOFSTETTER 1950). 

b) L’anaphase. Elle peut étre décomposée en trois temps, |’ascension 
polaire, l’étirement du fuseau et un temps d’arrét. 

Il est difficile de trouver de jeunes anaphases. L’ascension polaire 
est donc trés rapide. Elle se produit au moment ot le fuseau atteint la 
couche cytoplasmique périphérique de l’ceuf et s’y fixe, son axe perpen- 
diculaire & la surface. Le fuseau s’élargit alors. Les bivalents scindés se 
séparent rapidement, abandonnant entre leurs constituants le matériel 
d‘élimination caractéristique de la premiére division des ceufs de Lépi- 
doptéres. La plaque d’élimination est donc formée & lorigine d’une 
trentaine d’éléments fortement colorés & ’hématoxyline, qui ne vont 
pas tarder & s’agglomérer, se gonfler et se désintégrer. Ils donnent l’im- 
pression d’étre faits d’une substance solide, légére et inerte flottant dans 


“un milieu fluide et agité. Le matériel d’élimination de Luffia ne pré- 


sente aucun caractére original. Tout au plus est-il plus abondant et 
plus visible que chez d’autres espéces. Me référant a la littérature sur ce 
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sujet (SEILER 1914, 1923, ScHAFFER 1944, NarBEL 1946, Ris 1952), 
je ne donnerai pas une description détaillée de ses aspects et de son 
comportement. 


Ou 


"tgites 








» 1 
age’ ees 


Fig. la—d. L. lapidella: Premiére division de maturation. a Métaphase; b—d Anaphase. 

(Le spermatozoide et les figures de maturation sont toujours dessinés du méme ceuf. Leurs 

dimensions et leurs positions relatives sont respectées. La distance qui les sépare est 
considérablement diminuée, jusqu’é la fig. 6a inclusivement) 


A la fin de l’ascension polaire (Fig. 2b, 1b et 3a), les deux plaques 
anaphasiques sont bien étalées, paralléles l’une 4 l’autre. Elles sont 
séparées par des fibres nettes, qui paraissent continues. La région 
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: a ae 
Fig. 2a—f. L. lapidella: Premiére division de maturation. a Métaphase; b—d Anaphase; 
e, f Rupture du fuseau 


séparant les chromosomes des péles diffus ne contient plus de fibres, 
ou seulement des fibres faiblement indiquées. 
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Pendant cette premiére partie de l’anaphase, le cytoplasme périphé- 
rique de l’ceuf tend a s’épaissir autour du fuseau. 

Le deuxiéme temps de l’anaphase (Fig. 2c, 2d, 3a—d) est carac- 
térisé principalement par un allongement de la partie moyenne du fuseau. 
Cet allongement concerne aussi bien les fibres chromosomiales que les 
fibres continues périphériques. Alors que les premiéres restent toujours 
bien visibles, les secondes sont tant6t trés apparentes, tanté6t inexistantes 
ou invisibles. On les voit toujours dans les fuseaux jeunes. L’examen 
de nombreuses préparations de ce stade permet de supposer que le 
fuseau est le siége de forces contraires. Les unes tendraient & l’allonger 
en ramenant les fibres périphériques contre les fibres chromosomiales 





: ae 





CA Ue qe 
Fig. 3a—d. L. lapidella: Premiére division de maturation. Fuseaux anaphasiques 


(Fig. 1d), les autres tendraient 4 écarter les fibres périphériques au 
niveau de l’équateur en empéchant |’allongement du fuseau ou en rappro- 
chant les plaques l’une de l’autre (Fig. 1c). La forme du fuseau résul- 
terait de la composition de ces forces. Dés la fin de l’ascension des 
chromosomes, les extrémités du fuseau paraissent privées de fibres et 
impénétrables aux chromosomes. Elles ont pourtant tendance 4 s’al- 
longer et s’effiler (Fig. 2b, 2e, 1b et 3d), donnant a la figure un aspect 
mieux polarisé qu’é la métaphase. Cette polarisation coincide avec une 
concentration des plaques anaphasiques qui rend toute observation pré- 
cise des chromosomes impossible. En vue polaire les plaques anapha- 
siques présentent souvent des formations en chaines, bien connues des 
métaphases de Lépidoptéres, et relevant vraisemblablement de l’artefact. 
Le cytoplasme continue 4 s’amasser autour du fuseau. Le bourrelet qu’il 
forme atteint & peu prés la hauteur de l’équateur. S’il la dépasse, c’est 
& quelque distance du fuseau, la moitié supérieure de ce dernier restant 
toujours plongée dans le vitellus (Fig. 2c et e). 

Le troisieme temps de l’anaphase consiste en une période d’arrét 
presque complet qui dure quelques heures. Les légéres différences 
d’aspect du fuseau ne permettent pas d’établir une sériation; soumis 
probablement & des tiraillements dans un sens ou |’autre, il peut étre 
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plus ou moins large, plus ou moins étranglé, mais les plaques chromo- 
somiques restent condensées et le cytoplasme abondant (Fig. 2e, le 
et 3d). 

c) L’intercinése. Aprés cette longue anaphase, on observe une bréve 
intercinése caractérisée par la rupture du fuseau, la dislocation des 
plaques anaphasiques et la formation de deux fuseaux métaphasiques 
(Fig. 2f, 4a, 5a—c). Ce stade, quoique fugace, parait correspondre a 
d’importants remaniements fusoriels. La rupture du fuseau, qui se 
produit 4 l’équateur, est masquée par la substance d’élirmination qui a 
ce moment atteint un maximum de volume et de colorabilité. On ne 
constate cette rupture que lorsque les deux demi-fuseaux se sont écartés 
lun de l’autre. Les fibres périphériques ne sont plus visibles, leur 
disparition précéde la rupture ou coincide avec elle. Les deux demi- 
fuseaux s’éloignent l’un de l’autre en s’allongeant et en modifiant leur 
structure. Dans la région des anciens péles les fibres deviennent de 
nouveau visibles et forment deux fuseaux anastraux irréguliers. Les 
plaques chromosomiques se disloquent, les chromosomes en ordre dispersé 
gagnent l’équateur des nouveaux fuseaux. Le cytoplasme continue & 
affluer, de telle sorte qu'il forme une volumineuse verrue surmontée de 
la substance d’élimination. Il entoure complétement le fuseau péri- 
phérique. L’autre fuseau, entouré d’une mince couche de cytoplasme, 
baigne dans le vitellus. 

La premiére division de maturation aboutit donc & la formation de 
deux fuseaux disposés dans le prolongement l'un de’ l’atitre, l'un péri- 
phérique, correspondant au premier polocyte, l’autre central, correspon- 
dant au noyau de l’ovocyte II. 


2. La deuxiéme division 


Succédant & une période de désordre et de transition, la deuxiéme 
division de maturation se déroule tout-a-fait classiquement. Les deux 
fuseaux prennent un aspect régulier, leurs péles se marquent nettement 
et les chromosomes s’ordonnent en plaques métaphasiques (Fig. 4b et 
5d). Ils sont trop serrés pour permettre des numérations ou des obser- 
vations précises. L’anaphase se produit & peu prés simultanément dans 
les deux fuseaux (Fig. 4c et 6a). Elle est un peu plus précoce dans le 
fuseau central que dans le fuseau périphérique, ce dernier est souvent 
un peu plus large que l’autre (Fig. 5b, 6a, 4a et 4b). A cela prés. les 
figures sont semblables et l’anaphase est rapide, contrairement a celle 
de la premiére division. Les chromosomes se scindent. forment deux 
plaques réguliéres et gagnent les régions polaires ou ils s‘agglomérent en 
figures télophasiques. Enfin la division se termine par la formation de 
quatre noyaux, reliés deux 4 deux par des faisceaux de fibres (Fig. 7¢). 
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Fig. 4a—e. L. lapidella: Deuxiéme division de maturation et fécondation. a Interphase; 
b Métaphase; c Anaphase; d Les descendants du premier polocyte et le second polocyte; 
e La fusion des pronucléi male et femelle 


Le retard de la cinése périphérique se manifeste encore dans |’aspect 
des quatre noyaux. On remarque qu’ils sont 4 des stades différents 
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Fig. 5a—d. L. lapidella: Passage a la deuxiéme division de maturation. a Interphase; 
b Rupture du fuseau; c Formation des fuseaux de 2éme division; d Métaphase de la 2éme 
division 


de leur évolution: le descendant périphérique du premier polocyte 
(noyau 1), son descendant central (noyau 2), le descendant intérieur du 
fuseau de l’ovocyte II, ou deuxiéme polocyte (noyau 3), et le pronucleus 
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Fig. 6a—d. L. lapidella: Deuxiéme division de maturation et fécondation. 
b Télophase et formation des pronucléi male et femelle; c—-d Fusion des pronucléi 


a Anaphase; 


femelle (noyau 4) se succedent de la surface a l’intérieur de l’ceuf, en 
manifestant un retard de développement d’autant plus marqué qu’ils 


sont plus périphériques (Fig. 4a, 4e, 6b et 6c). 
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IT. L’évolution des spermatozoides pendant les divisions de maturation 

L’évolution du spermatozoide dans l’ceuf de lapidella est & peu prés 
la méme que celle du spermatozoide de S. triquetrella (Parp1 1950). 
Elle se trouve représentée sur les figures 1, 5et 7. L’orientation réciproque 
du spermatozoide et de la figure de maturation est maintenue, mais la 
distance qui les sépare est considérablement réduite sur les figures 1 b—d, 
5 et 6a—b. Le spermatozoide se trouve éloigné de la figure de matura- 
tion & son entrée dans l’ceuf. Il s’en rapproche peu 4 peu et ne |’atteint 
qu’aprés la fin des divisions. 

L’ceuf est vraisemblablement inséminé immédiatement avant la 
ponte. Dans les premiers stades examinés (Fig. 1b et 7a), le spermato- 
zoide est un long filament terminé par un renflement. Sa partie antérieure 
baigne dans une aire cytoplasmique légérement irradiée. Le centre de 
Virradiation est situé 4 proximité de la téte du spermatozoide. Pendant 
les heures qui suivent, soit pendant l’anaphase, la téte disparait et le 
filament s’épaissit (Fig. 1c—d, Fig. 7b). En méme temps qu’il s’épaissit, 
il a tendance a se disloquer et se fragmenter grossiérement (Fig. 5a—b 
et 7d). Le cytoplasme s’étend peu a peu le long des restes du filament et 
Virradiation atteint son maximum. Pendant l’intercinése (Fig. 5a—c 
et 7e), la substance colorable forme une série d’ilots 4 la place du fila- 
ment et une ou deux masses plus importantes dans la région de la téte. 
L’une d’elles, fortement colorée et bien délimitée, est vraisemblablement 
le noyau. Les autres paraissent étre faites d’une substance semblable 
au matériel d’élimination de la premiére division. A la fin de la deuxiéme 
division de maturation (Fig. 6b et 7f), le pronucleus male est formé et 
le matériel d’élimination pratiquement dispersé. L’irradiation du cyto- 
plasme diminue. Le centrosome responsable de cette irradiation n’est 
pas clairement visible. 

Le nombre des spermatozoides pénétrant dans l’ceuf a été lobjet 
d’une bréve enquéte. La monospermie est la régle, mais il arrive parfois 
qu’on trouve deux spermatozoides dans un ceuf. II est plus rare qu’on 
en voie trois 4 six. Je n’en ai jamais vu plus. Dans les ceufs polysper- 
miques, tous les spermatozoides subissent la méme évolution. Aprés la 
fusion de l’un d’eux avec le pronucleus femelle, l’autre ou les autres 
subsistent encore quelques heures sous l’aspect de noyaux interphasiques 
entourés d’un cytoplasme fortement irradié. Leur sort ultérieur n’a pas 
été examiné. 


III. La fécondation et les premiéres divisions de segmentation 
Aprés la fin des divisions de maturation, le pronucleus femelle 
(noyau 4) s’écarte un peu des trois autres noyaux et se rapproche du 
pronucleus male. On les distingue facilement, le pronucleus femelle 
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Fig. 7a—f. L. lapidella: L’évolution du spermatozoide, de son entrée dans l’ceuf jusqu’a la 





formation du pronucleus male 


étant plus petit que l’autre. Mais au moment ou ils se rejoignent, ils 
ont atteint la méme taille et on ne peut plus les différencier. On a l’im- 
pression que c’est la position du noyau, plus précisément la distance qui 
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Fig. 8a—d. L. lapidella: Premiére division de segmentation et évolution des polocytes. a—b 

Métaphase de la premiére division de segmentation. Fusion du deuxiéme polocyte avec un 

descendant du premier polocyte (Richtungskopulationskern): c Fin de la premiére division 

de segmentation et fusion du RKK avec l’autre descendant du premier polocyte; d Fin de 
la deuxiéme division de segmentation et polyploidisation du RKK 


le sépare de la périphérie qui détermine la dimension du noyau. Les deux 
pronucléi, arrivés au contact l’un de l’autre, s’accolent et fusionnent 
(Fig. 4e et 6c—d). Le nouveau noyau ne tarde pas a entrer en cinése. 
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Les plaques équatoriales jeunes montrent encore les deux apports 
chromosomiques séparés (Fig. 8a). Un peu plus tard, le groupement 
gonomérique disparait et la premiere division de segmentation se déroule 
classiquement ainsi que les suivantes (Fig. 8b—d). 

Le deuxiéme polocyte (noyau 3) et le descendant central du premier 
polocyte (noyau 2) fusionnent également, mais un peu plus tard et 
différemment. Leurs deux noyaux se rapprochent, passent en prophase 
(Fig. 6c—d), puis se transforment en fuseaux métaphasiques, et ce sont 
ces derniers qui s’accolent et fusionnent pour ne former plus qu’un gros 
fuseau diploide (Fig. 8a—b). Il y a done chez Luffia, comme chez 
beaucoup d’insectes et particuliérement chez les Lépidoptéres, un noyau 
de fusion des polocytes, ou ,,Richtungskopulationskern™ typique. Le 
descendant périphérique du premier polocyte (noyau 1) se présente sous 
Vaspect d’un amas de chromosomes vraisemblablement dégénérés 
(Fig. 6d et 8a). Il forme parfois un fuseau métaphasique qu’on peut 
trouver & proximité du fuseau diploide (Fig. 8b). I] n’est pas impossible 
qu'il fusionne avee ce dernier (Fig. 8c), mais je n’ai pas de figure con- 
vaincante de ce stade-la. J’ai décrit ailleurs le sort des polocytes (NaR- 
BEL-HoFrsTETTER 1958). La figure 8d montre clairement que le fuseau 
du ..Richtungskopulationskern®™ reste stoppé en métaphase pendant 
les premieres divisions de segmentation. Il présente un grand nombre 
de chromosomes tres petits. ce qui permet de supposer que les chromo- 
somes se sont divisés au moins une fois sans quitter |’équateur du fuseau. 
L’examen des stades ultérieurs montre ce fuseau. métaphasique poly- 
ploide inchangé en tous cas jusqu’a la formation du blastoderme. 


IV. La chronologie de la méiose et de la segmentation 


Comme la femelle pond rapidement, les ceufs d’une méme ponte se 
trouvent tous a peu prés au méme stade et la chronologie du développe- 
ment de l’ceuf s’établit 








Temps facilement a partir de 
partir de Stade 4 
la ponte la métaphase de la pre- 
ae miére division de matu- 
O—1 h. | Iére division: Ascension polaire ngs 
5 a Be ration. 
1—2 h. Elongation du fuseau ; re 
2—6_ h. Anaphase tardive Ces chiffres sont va- 
6—71/,h.| Iléme division: Métaphase lables pour une tempé- 
T/.— : Anaphase et télophase iii ie atlas 
9—11 h. | Quatre noyaux au repos rature nor -_ e, ¢ — -a- 
11—12 h. | Amphimixie dire d’environ 20° au 
12—14 h. | Iére division de segmentation 
e : : : moment de la_ ponte. 
48—60 h. | Formation du blastoderme . I 





avec une élévation de 
3 a 5° au cours des 10h. qui suivent. La rapidité des divisions est 
nettement influencée par les variations de la température. Un abaisse- 
ment de température de 4° environ allonge d’un quart la durée des 
processus. Une élévation de 4° Ja raccourcit d’autant. 





| 
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V. Le nombre et la morphologie chromosomiques 
Le nombre chromosomique de la femelle est difficile 4 déterminer. 
Le stade le plus favorable aux numérations est l’anaphase de la premiere 
division de maturation, immédiatement aprés l’ascension polaire. Les 
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Fig. 9a—f. L. lapidella: Nombre chromosomique. a—c Plaques anaphasiques centrales (a) 
et périphériques (b) de premiére division de maturation dans lwuf: a 4A = 31 chromo- 


somes, B = 30 chr.; b A 30 chr., B = 31 chr.; c A = 31 (~ 12?) chr, B = 30chr.; 
d—f Métaphase de premiére division de maturation chez le male, toutes a 31 bivalents 


plaques haploides sont alors bien étalées. On peut souvent examiner 
les deux plaques du méme fuseau. Elles présentent une disposition 
analogue des chromosomes. On retrouve d’ailleurs la méme configuration 
chez les élements de la plaque d’élimination 4 ce stade la. Les chromo- 
somes apparaissent comme des globules sphériques ou ovoides (Fig. 9a—c) 
dont les dimensions varient du simple au double. c’est A dire de 0.5 a 


Chromosoma (Berl.), Bd. 12 35 
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1 wenviron. Il arrive qu’on trouve des groupes de deux chromosomes de 
méme taille et de méme aspect, disposés céte & céte (Fig. 9b) et donnant 
impression d’un appariement lache. Les numérations de deux plaques 
correspondantes (Fig. 9a—e) donnent en général les chiffres de 30 et 31. 
Le 3léme chromosome, vraisemblablement un chromosome sexuel, est 
souvent facile 4 identifier. On peut en déduire que le nombre chromo- 
somique diploide est de 61 chez la femelle, avec une hétérogamétie de 
type XO. 

Chez le male, les spermatocytes I nous offrent de belles plaques 
métaphasiques ow l’on compte facilement 31 bivalents (Fig. 9d—f). Le 
nombre diploide du male est donc vraisemblablement de 62 chromosomes. 
Ces bivalents ne présentent aucun des caractéres particuliers que l’on 
pourrait attendre de chromosomes probablement polycentriques. Toute- 
fois ils sont si petits que leur analyse est difficile et qu’on ne peut rien 
affirmer de précis quant & leur structure, 4 la position d’un éventuel 
centromére et 4 la présence ou l’absence de chiasmas. 

Les cinéses blastodermiques montrent toujours un nombre diploide 
voisin de 60 (Fig. 20i). 


F. La eytologie de L. ferchaultella 


I. Historique et méthode 


Dans une communication préliminaire sur la cytologie de la parthéno- 
génese chez Luffia (NARBEL-HOFSTETTER 1954), j’indiquais que le 
nombre diploide était rétabli précocement par la réunion des chromo- 
somes de l’ovocyte II avec ceux du premier polocyte et que cette fusion 
automictique pouvait se faire par deux procédés différents. J’avais 
observé le premier dans le matériel provenant de la forét de Marly 
(St Nom) et le second dans celui que j’avais récolté dans la forét de 
Chantilly (Orry), 4 Fontainebleau et & Cambridge. On pouvait supposer 
qu'il s’agissait de races géographiques distinctes au point de vue cyto- 
logique. J’ai donc rassemblé un important matériel en France et en 
Angleterre, pensant pouvoir mettre en évidence des races différentes. 
Ce ne fut pas le cas. Je n’ai pas trouvé une seule population de quelque 
importance qui fit homogéne quant 4 son type cytologique, mais en 
revanche j’ai pu établir |’existence d’un troisitme processus (NARBEL- 
HorstETTER 1957a) puis d’un quatriéme. Ces différents types cyto- 
logiques coexistent dans les stations examinées. L’hétérogénéité de ce 
matériel a compliqué son étude. Si la présence de certaines figures, 
qu’il est impossible de relier, permet de conclure avec certitude 4 |’exis- 
tence de processus différents, d’autres figures peuvent relever de l’un 
ou de l’autre, et d’autres encore paraissent intermédiaires. La sériation 
des stades en devient hasardeuse. 
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Le probleme des limites de la variabilité cytologique m’a retenue 
longtemps. Apres de longues hésitations j’ai admis que les ceufs d’une 
méme ponte appartiennent tous au méme type cytologique. Ce postulat 
me parait satisfaisant. J’en discuterai plus loin la valeur. Mais je précise 
ici que j’ai établi la sériation des stades et la description des types cyto- 
logiques sur le principe de ’homogénéité des pontes. En particulier 
chacune des séries de figures caractérisant les divers processus (Fig. 13 
a 15) provient d’une ponte donnée. Les photographies, empruntées a 
diverses pontes, ont été regroupées plus arbitrairement. 


ITI. La maturation de l cuf 


Les divisions de maturation ne se déroulent pas comme chez lapidella. 
La succession normale de leurs étapes est modifiée de telle sorte que le 
rétablissement du nombre diploide a toujours lieu avant la deuxiéme 
division de maturation. I] peut se faire de quatre facons différentes en 
tous cas. 


1. La premiére division 


a) La métaphase. Comme chez lapidella, c’est le stade qu’on observe 
dans les ceufs ovariens des femelles qui viennent d’éclore. Le fuseau 
métaphasique est trés semblable 4 celui de lapidella (Fig. 10a et 11a) 
quant 4 ses dimensions, sa position et l’aspect des bivalents disposés & 

-Péquateur. Il fait la méme migration du centre de |’ceuf 4 la périphérie 
ou il se fixe au début de l’anaphase. Et celle-ci est également déclenchée 
par la ponte. 

b) L’anaphase. Elle se déroule & peu prés comme chez lapidella mais 
avec une plus grande diversité d’aspects. On retrouve les mémes stades: 
ascension polaire (Fig. 11b—e et 10b—c) puis élongation du fuseau 
(Fig. lle, f, h) et enfin arrét en fin d’anaphase (Fig. 11h—i, 10e—g). 
La plaque d’élimination se forme de la méme maniére et subit la méme 
évolution. (La fig. 11b montre clairement l’aspect d’une jeune plaque 
d’élimination et Ja correspondance existant entre chacun de ses éléments 
et les deux chromosomes provenant de chaque bivalent.) Beaucoup 
d’images anaphasiques des deux espéces sont superposables (Fig. 3b et 
11g, Fig. 3c et lle, Fig. 1d et 11h, Fig. 1c et 11i, Fig. 2c et 10e, Fig. 2e 
et 10g). Les similitudes sont constantes dans les jeunes anaphases 
(Fig. 11 b—e), les différences apparaissent dans les fuseaux plus 4gés. 
Je ne reprends donc pas la description de l’anaphase, mais me contente 
de relever les différences que réléve l’examen d’un grand nombre de 
préparations. 

D’une fagon générale, les fuseaux anaphasiques de ferchaultella sont 
plus irréguliers, moins symétriques que ceux de lapidella et leurs dimen- 
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sions sont plus variables. La couche de fibres périphériques est générale- 
ment beaucoup plus visible (Fig. 10a, d et g, Fig. lle, e, g, h,i). La 
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Fig. 10a—g. L. ferchaultella: Premiére division de maturation. a Métaphase; b—g Anaphase 


verrue cytoplasmique est souvent beaucoup moins importante (comparer 
par exemple les Fig. 2c et 10d, les fig. 3 et 11d—i), mais parmi les diffé- 
rentes souches de ferchaultella, elle peut varier considérablement (Fig. 24). 
Je reviendrai plus loin sur ce point. Les plaques chromosomiques sont 
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fréquemment plus irréguliéres et moins planes. La combinaison de ces 
caractéres variables peut donner des images trés différentes. J’ai essayé 
de les grouper en deux séries: Dans la premiére (Fig. 11d—f), on voit 
une fin d’anaphase caractérisée par des plaques étalées, des fibres 


10 





Fig. lla—i. L. ferchaultella: Premiére division de maturation. a Métaphase; b—c Anaphase; 
d—f Fin d’anaphase avec rupture du fuseau; g—i Fin d’anaphase et télophase sans rupture 
du fuseau 


périphériques peu importantes et une rupture précoce du fuseau. Dans 
la seconde (Fig. 11g—i), les plaques sont concentrées comme pour 
une télophase, la couche des fibres périphériques est épaisse et l’on 
ne voit aucun signe de rupture des fibres & l’équateur. II est possible 
que cet essai de groupement soit faux et que ces diverses figures 
se succédent dans une méme évolution. Toutefois les figures 11f et 
1li au moins me paraissent nettement appartenir 4 deux processus 
différents. 
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2. Le rétablissement du nombre diploide 
Si la variation des figures anaphasiques est peut-étre discutable, dés 
la fin de l’anaphase on distingue sans aucun doute plusieurs types cyto- 
logiques différents. 





Fig. 12a—g. L. ferchauliella: Rétablissement du nombre diploide. a—d Type 1, fusion de 
deux fuseaux de 2éme division; e—g Type 2, formation de 2 fuseaux puis cataphase 


a) Premier type. Aprés une longue fin d’anaphase comparable 4 
celle de lapidella, le fuseau se rompt (Fig. 12a) et les deux demi-fuseaux 
se réorganisent en deux fuseaux métaphasiques (Fig. 12b et 13a). Ces 
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derniers sont assez semblables & ceux de lapidella (comparer les fig. 5e—d 
et 13a) mais plus petits, ils se polarisent moins bien et ne s’éloignent 
guere l’un de l’autre. Par la suite, au lieu de rester dans le méme axe 
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Fig. 13a—-i. L. ferchaultella: Rétablissement du nombre diploide par fusion de deux fuseaux 

(type 1). Les fig. a—f sont toutes dessinées de la méme ponte (Orry G 91), de méme que 
les fig. h- i (Chelmsford 459): fig. g fusion des fuseaux en vue polaire 


et de passer en anaphase, ils se rapprochent l’un de l’autre, le fuseau 
central généralement oblique par rapport & la surface de l’ceuf (Fig. 12¢ 
et 13b—c), glissent l’un & cété de l’autre et fusionnent (Fig. 13d). Leurs 
fibres forment un faisceau irrégulier, puis un seul fuseau (Fig. 13e). 
dont les péles se marquent peu a peu (Fig. 13f et 12d). Les deux plaques 
métaphasiques arrivées sur le méme plan (Fig. 13g) n’en forment bient6t 
plus qu’une (Fig. 20d—f). Le nouveau fuseau est évidemment diploide. 
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L’essentiel du mouvement est effectué par le fuseau central. Le fuseau 
périphérique ne se déplace que trés peu vers lui. Pendant tout le pro- 
cessus, la verrue cytoplasmique est peu modifiée, elle peut s’épaissir 
légérement. Les restes de la substance d’élimination, dispersés par les 
mouvements puis la rencontre des deux fuseaux, se retrouvent autour 
du nouveau fuseau, plus spécialement dans les régions polaires. 

On peut observer une variante de ce type, ou les deux fuseaux 
basculent et se placent parallélement 4 la surface de |’ceuf puis fusionnent 
dans cette position (Fig. 13h—i). La suite du développement peut se 
poursuivre dans cet axe. 

b) Deuxiéme type. Dans ce cas-la, nous avons, comme précédemment, 
une fin d’anaphase normale & laquelle succéde la formation de deux 
fuseaux métaphasiques mal polarisés qui ne s’écartent guére l’un de 
l’autre mais se rapprochent aussitét (Fig. 12e—f, Fig. 14a—c). IIs ne 
s’accolent pas parallélement comme dans le premier type, mais bout a 
bout ou obliquement, en s’affaissant l’un sur l’autre et en se dépolarisant 
dans leur région de contact (Fig. 14d—e et g—h). Les deux fuseaux n’en 
forment bientét plus qu’un. Les deux plaques chromosomiques, d’abord 
planes et concentrées, se disloquent. Les chromosomes s’éparpillent et 
gagnent en ordre dispersé |’équateur du nouveau fuseau (Fig. 12g, 
Fig. 14d—f et h—j). Pendant ce processus, qui est 4 peu pres celui 
que j’ai appelé la «cataphase» chez Solenobia lichenella (NARBEL-Hor- 
STETTER 1950) les fibres peuvent étre interrompues 4 |’équateur (Fig. 14e) 
ou irréguliéres (Fig. 141), mais elles sont toujours visibles. Le nouveau 
fuseau prend bientét l’aspect d’une figure métaphasique classique, 
porteuse du stock diploide de chromosomes, et tout-a-fait semblable a 
celle & laquelle aboutit le premier type cytologique. 

Au cours de ce processus, la verrue cytoplasmique et la substance 
d’élimination ne présentent aucune particularité intéressante. 

c) Troisiéme type. Apres la fin de l’anaphase, le fuseau intercinétique 
se scinde en deux demi-fuseaux qui, contrairement aux cas précédents, 
ne se transforment pas en fuseaux métaphasiques, mais restent largement 
évasés dans la région de la rupture (Fig. 16a, 15a, b, f). Ils s’*écartent 
légérement l’un de l’autre, découvrant une zone privée de fibres mais 
garnie des restes de la substance d’élimination, puis se rapprochent en 
reformant grossiérement un nouveau fuseau (Fig. 15c—d, 16c—e). Pen- 
dant ce processus, les chromosomes se déplacent le long des fibres des 
demi-fuseaux en direction de l’équateur. Ils effectuent ce mouvement 
sous forme de plaques 4 peu prés planes (Fig. 15b—d) ou en ordre 
dispersé (Fig. 15f—g et 17c). II s’agit donc ici aussi d’une sorte de 
cataphase. Le résultat du processus est de nouveau un fuseau méta- 
phasique diploide (Fig. 15d et 16f). 
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d) Quatriéme type. Ce dernier type différe peu du précédent avec 
lequel il peut étre confondu. Le fuseau de fin d’anaphase, encore entouré 
de ses fibres périphériques, reste apparemment intact, il ne passe pas 
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Fig. 14a—j. L. ferchaultella: Rétablissement du nombre diploide par cataphase aprés for- 

mation de 2 fuseaux (type 2). Les fig. a—f sont dessinées de la méme ponte (Malmaison 

124) de méme que les fig. g—j (Malmaison 160). Les deux pontes proviennent du méme 
élevage 


en intercinése et ne se rompt pas de fagon visible (Fig. 15h et 16g). Mais 
les plaques anaphasiques se désorganisent et les chromosomes gagnent 
’équateur ot ils forment bient6t une nouvelle plaque diploide (Fig. 15i—j 
et 16h—i). La substance d’élimination, moins bousculée que dans les 
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cas précédents, reste comprise dans le fuseau, elle n’en est expulsée qu’au 
début de la deuxieme division. 

e) Autres types. La grande majorité des figures observées rentrent 
dans les quatre types décrits. Mais on trouve parfois des fuseaux qui 
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Fig. lba—j. L. ferchaultella: Rétablissement du nombre diploide par cataphase aprés rupture 

du fuseau (type 3) et sans rupture de fuseau (type 4). Les fig. a—d sont dessinées d’une 

ponte (Compi¢gne 516) de méme que les fig. e—g (Orry H 176): Les fig. h—j sont dessinées 
d’une méme ponte (st Nom 192) 


paraissent appartenir a des types intermédiaires et qui présentent des 
caractéristiques légerement différentes de celles que j’ai décrites. Les 
fig. 17a et b, par exemple, pourraient appartenir au deuxiéme ou au 
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troisiéme type, elles montrent en plus un élargissement marqué de la 
partie périphérique du fuseau. Certaines pontes paraissent intermé- 






Fig. 16a—i. L. ferchaultella: Rétablissement du nombre diploide. a—f Type 3, cataphase 
dans 2 demi-fuseaux; g—i Type 4, cataphase dans 1 fuseau non scindé 


diaires entre les deux premiers types. D’autre part le troisitme type 
pourrait étre subdivisé: les figures 15a—d (ponte No. 516 de Compiégne) 
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et les figures 15e—g (ponte No. 176 d’Orry H) présentent deux variantes 
d’une cataphase avec rupture de fuseau. A mesure qu’augmente le 
nombre des pontes examinées, on est tenté d’augmenter celui des caté- 
gories. Et l’on a finalement |’impression d’atteindre le domaine de la 
variation individuelle. Aussi ai-je décidé de m’en tenir & la description 
de ces quatre types, tout en suggérant qu’il s’agit vraisemblablement 
d’une variation continue dont quatre aspects seraient plus fréquents ou 
plus caractéristiques que les autres. 
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Fig. 17a—c. L. ferchaultella: Rétablissement du nombre diploide. a—b Cataphase (type 2) 
avec élargissement du fuseau périphérique; c Cataphase (type 3) avec chromosomes scindés 
ou appariés 


3. La deuxiéme division de maturation 


Le nouveau fuseau, formé 4 la suite de l’un ou de l’autre des processus 
décrits plus haut, esS assimilable & un fuseau de deuxieme division de 
maturation. Il porte un nombre diploide de chromosomes, mais chacun 
d’eux provient de la division d’un bivalent. 

La deuxiéme division se déroule aussi rapidement et classiquement 
que chez lapidella. On n’observe plus de différence entre les ceufs des 
différentes souches ou pontes, et les images de cette division forment un 
tout homogéne et banal (Fig. 18 et 19). Le seul facteur variable reste la 
verrue cytoplasmique, tantédt importante (Fig. 19a), tantét presque 
nulle (Fig. 18a et c, Fig. 19c). 

Le fuseau métaphasique bien polarisé se trouve donc planté perpen- 
diculairement & la surface de l’ceuf. Sa plaque équatoriale, d’abord 
irréguliére et compacte s’étale (Fig. 14j et 19a). Les chromosomes se 
scindent, effectuent l’ascension polaire en formant deux plaques anapha- 
siques réguliéres (Fig. 18 b—c, Fig. 19b—c), certainement diploides mais 
trop denses pour permettre une numération précise. A ce stade, les 
fibres chromosomiales continues et périphériques sont fines et bien 
marquées (Fig. 19b). Le fuseau s’allonge, les chromosomes s’agglomérent 
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en figures télophasiques classiques et les fibres périphériques disparaissent 
(Fig. 18e et 19d). Les autres fibres épaissies dans leur partie moyenne, 
se désagrégent peu a peu. La division se termine par la formation de 
deux noyaux diploides, l’un proche de la périphérie, l’autre plus central. 
Comme les noyaux de Japidella, ils présentent une différence d’aspect, le 
noyau périphérique étant en retard sur le noyau central (Fig. 19e). 








Fig. 18a—e. L. ferchaultella: Deuxiéme division de maturation. a Métaphase; 
b—d Anaphase; e Télophase 


4. La segmentation et le sort du polocyte 

Dans une étude préliminaire sur le sort de ces deux noyaux (NARBEL- 
HoFstEttTeR 1958), j’ai montré qu’il était trés variable. En général le 
noyau central s’enfonce vers le centre de |’ceuf, ot il ne tarde pas & se 
diviser. Ses descendants constituent l’embryon. Le noyau périphérique 
montre des signes de dégénérescence, par exemple une polyploidisation 
par endomitose (Fig. 19f) ou un blocage en métaphase. I] arrive qu'il 
se divise une ou deux fois, mais ses descendants dégénérent. Il peut donc 
étre assimilé & un polocyte. 
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Fig. 19a—f. L. ferchaultella: Deuxiéme division de maturation. a Métaphase; b,c Anaphase; 
d,e Télophase; f Noyoux diploides 


III. La chronologie de la méiose et de la segmentation 
Elle est beaucoup plus difficile 4 établir ici que dans le cas précédent. 
Les ceufs sont pondus irréguli¢rement en l’espace de deux heures. On 
peut trouver des stades assez variés parmi les ceufs d’une méme femelle. 
Pour essayer de préciser la sériation des stades, la plupart des pontes 
ont été divisées en deux lots, correspondant respectivement aux ceufs les 
plus agés et les plus jeunes. 











Tepe A geet Stade 
O—1 h. Premiére division: Ascension polaire 
1—2 h. Elongation du fuseau 
2—3}/, h. Anaphase tardive 
31/,—41/, h. Rupture du fuseau et cataphase 
41/,-—61/, h. Deuxiéme division: Métaphase 
61/.-—8 h. Anaphase et télophase 
8—10 h. Deux noyaux au repos 
10—12 h. lére division de segmentation 
48 & 60h. Formation du blastoderme 
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Fig. 20a—i. a—f L. ferchaultella: Nombre chromosomique. a—e Plaques anaphasiques centra- 
les (a) et périphériques (b) de premiére division de maturation; a A = 30 chromosomes; 
B = 30 chr. (St Nom): b 4A = 30chr., B = 31 chr. (Saclas) (la fléche indique l’hétéro- 
chromosome); c 4 = 31 chr., B = 30 chr. (Saclas); d—f Métaphases de deuxiéme division 
de maturation; d 58—60 chr.; e 61 chr.; f environ 55 chr., la plupart appariés. g—i L. lapi- 
della: Divisions de segmentation. g,h Prophase; i Métaphase (environ 61 chromosomes) 
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Cette chronologie est établie pour le troisiéme type cytologique, qui 
est le plus fréquent. Chez le premier type, ot il y a formation puis 
fusion de deux fuseaux, la deuxiéme division ne commence que 6 4 8 h. 
aprés la ponte et la suite du développement en est légérement retardée. 

Ces chiffres.sont valables pour les conditions de température que 
j'ai indiquées pour lapidella et sont modifiés de la méme fagon par leurs 
variations. 


IV. Le nombre et la morphologie chromosomiques 


Le nombre chromosomique est déterminé comme chez lapidella au 
début de l’anaphase de la premiére division de maturation. Les numéra- 
tions des deux plaques correspondantes donnent fréquemment 30 et 
31 chromosomes (Fig. 20b—c). On peut trouver des nombres différents: 
30 et 30 (Fig. 20a) ou 32 et 30. J’admets provisoirement que le nombre 
diploide de ferchaultella est de 61 mais qu’il existe une légére variation 
autour de ce nombre. Je pense faire l’étude de cette variation dans un 
travail ultérieur. 

La plaque équatoriale du fuseau de deuxiéme division de maturation 
se préte mal 4 des numérations précises parce que les restes de la sub- 
stance d’élimination sont souvent mélés aux chromosomes. L’examen 
de cette plaque indique pourtant que le nombre diploide est rétabli 
(Fig. 20d—f). Ce stade présente une tendance 4 |’appariement des chro- 
mosomes qui peut étre plus ou moins marquée (Fig. 20e—f) et que je 
discuterai plus bas. 

Les plaques blastodermiques montrent toujours environ 60 chromo- 
somes. 

Les chromosomes anaphasiques de ferchaultella different de ceux de 
lapidella. Plus allongés et plus minces, ils présentent dans leur région 
moyenne une région moins colorée généralement rétrécie, parfois 
étranglée (Fig. 20a—c). Leur longueur varie de 0,6 & 1,34 environ. Cet 
aspect des chromosomes ne se trouve que pendant l’anaphase et la 
cataphase (Fig. 14f, 14h—i, 17b—c). A la métaphase de la deuxiéme 
division, ils sont de nouveau globuleux ou ovoides comme ceux de lapi- 
della. Par contre les prophases et méme les métaphases blastodermiques 
des deux espéces présentent le méme étranglement et le méme allonge- 
ment (Fig. 20h—i). 


G. Remarques sur la cytologie de L. ferchaultella comparée 
4 celle de lapidella 
I. Caractéristiques générales de l euf 
Les ceufs des deux espéces ont les mémes dimensions et un aspect 
général trés semblable. Mais alors que les ceufs de lapidella sont remar- 
quables par la constance de leurs caractéres chromosomiques, fusoriels 
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et cytoplasmiques, ceux de ferchaultella le sont par leur variabilité. 
Indépendamment du type de rétablissement du nombre diploide, les 
ceufs de ferchaultella peuvent varier sur de nombreux points: dimen- 
sions du fuseau, régularité et vigueur apparente des fibres, importance 
des fibres périphériques, qualité du vitellus, épaisseur de la couche de 
cytoplasme entourant l’ceuf, etc. Certains ceufs sont trés semblables & 
ceux de lapidella, d’autres un peu ou trés différents. On a l’impression 
qu’il doit se produire chez ferchaultella une évolution portant sur une 
série de caractéres histologiques et tendant a la différencier de lapidella. 


II. La morphologie chromosomique 


Les chromosomes des Lépidoptéres se prétent mal 4 une étude mor- 
phologique poussée. Ceux de Luffia présentent cependant deux carac- 
téres & signaler: ils sont plus longs que ceux des autres Psychides et 
sont amincis ou étranglés dans leur partie médiane. Ces deux caractéres 
sont particuliérement visibles pendant la prophase et la métaphase des 
divisions de segmentation (Fig. 20g—h). A ces stades-la, les chromo- 
somes des deux espéces sont semblables. Mais a la premiére division de 
maturation, ils se présentent sous des aspects différents. Ceux de lapi- 
della (Fig. 9a—c) sont trés condensés et ceux de ferchaultella (Fig. 20a—c) 
le sont moins. On peut se demander s’il y a une anomalie de condensation 
dans l’une des deux espéces. Si elle existe chez ferchaultella, ce qui est 
le plus probable, y a-t-il une relation de cause & effet entre les anomalies 
chromosomique et fusorielle, et dans quel sens faut-il l’établir ? Les deux 
phénoménes sont-ils plutét les conséquences d’une méme particularité 
physique ou chimique de l’ceuf parthénogénétique? Je serais tentée 
d’admettre cette derniére hypothése. 

L’étranglement de la région médiane des chromosomes est difficile & 
interpréter. I] pourrait étre di 4 la présence d’un centromére. L’examen 
des bivalents du male de lapidella n’infirmerait pas cette hypothése. Mais 
les chromosomes et les bivalents sont si petits qu’il est impossible de les 
analyser avec précision. En particulier la position des chromosomes ana- 
phasiques, qui pourrait étre déterminante, ne peut pas étre observée 
clairement. Celle des chromosomes «cataphasiques» (Fig. 15g, 17b—c 
etc.) est plus facile & examiner, mais elle n’indique pas un attachement 
métacentrique. D’autre part, ce que nous savons des chromosomes de 
Lépidoptéres en général nous pousse plutét & les imaginer polycentriques 
(FEDERLEY 1945, WHITE 1954). 

Si l’on exclut ’hypothése d’un centromére médian, on peut chercher 
dans |’étranglement des chromosomes l’indication du plan de fissuration 
de la prochaine division. Dans ce cas, l’évolution des chromosomes 
serait en avance sur celle de l’appareil fusoriel et l’inertie qui frappe le 
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fuseau anaphasique des Lu/ffia n’atteindrait pas les chromosomes de 
ferchaultella. On peut enfin voir dans cet étranglement l’indication d’un 
étirement et d’une prochaine rupture du chromosome polycentrique. 
Iuffia tendrait alors a la duplication de son nombre chromosomique par 
fragmentation. Je n’ai toutefois jamais trouvé la forme tétraploide ou 
plutét pseudo-tétraploide qui serait l’aboutissement de ce processus. 

Il est possible qu’une étude plus poussée de la spermatogénése et des 
divisions somatiques permette de préciser les particularités des chromo- 
somes de Luffia. 

Les deux espéces présentent & l’anaphase de la premiére division de- 
maturation des couples de chromosomes a peu prés semblables et dis- 
posés céte & céte. SEILER a signalé le phénoméne chez Solenobia tri- 
quetrella (1923, 1960), je l’ai observé également chez S. lichenella (1950). 
Sur des plaques haploides comme celles de Solenobia triquetrella (forme 
diploide) et de Luffia, on ne peut pas parler d’appariement des homo- 
logues. Je pense plutét qu’il faut voir dans ces couples de chromosomes 
les descendants des bivalents accolés qu’on observe en métaphase. Et la 
question qui n’ést pas résolue est de savoir quelle est la signification de 
ces doubles bivalents. Il faut relever que Baricozzi et Tost (1959) en 
ont observé chez Artemia. Il faut noter de plus chez ferchaultella que 
cette tendance a l’appariement se manifeste encore a la métaphase de 
la deuxiéme division de maturation. II est possible que cet appariement 
sur des plaques diploides rentre alors dans le phénoméne plus général de 
l’appariement somatique signalé chez plusieurs Lépidoptéres (Lipp 1955). 


III. La chronologie de la méiose chez lapidella 


Le déroulement des divisions de maturation de lapidella ne présente 
qu’une particularité intéressante, c’est sa lenteur. Cette lenteur parait 
caractéristique de l’ceuf de Luffia. Quand on compare son développe- 
ment a celui des autres Lépidoptéres bisexués on constate que les divi- 
sions de maturation se déroulent deux a trois fois plus lentement que 
chez les espéces dont la chronologie est connue (Fig. 21). Le ralentisse- 
ment est particuliérement marqué 4 la fin de la premiére anaphase ot 
l’on observe un véritable temps d’arrét. Ce blocage est surprenant. Rien 
dans l’aspect du fuseau ne permet de le prévoir. Les figures anaphasiques 
de lapidella sont trés semblables & celles des autres ceufs de Lépidoptéres 
(SEILER 1923, 1959, 1960; FELDRLEY 1943; Kawacucut 1928; DEDERER 
1915), chez lesquels le phénoméne est plus rapide. Peut-étre les fibres 
périphériques sont-elles un peu plus importantes chez Luffia que chez 
les autres espéces, mais je n’en suis pas sire. Le facteur ralentissant ou 
inhibant la division échappe a l’analyse microscopique et reléve peut- 
étre de la physico-chimie ou de la biochimie (viscosité, tension super- 
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ficielle, présence d’un agent chimique antimitotique, etc.). Quelle qu’en 


soit l’origine, cette paralysie temporaire du fuseau de lapidella est 
surmontée et les divisions de maturation se poursuivent normalement. 
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Fig. 2l1a—f. La chronologie de la méiose chez L. lapidella a comparée & celle d’autres Lé- 
pidoptéres bisexués; b Solenobia triquetrella (SEILER 1960); c Solenobia pineti (SEILER 
1923); d Dicranura (FEDERLEY 1943); e Bombyx mori (KAWAGUCHI 1928, BATAILLON 
1931); f Philosomia cynthia (DEDERER 1915). M 1 = Métaphase de la premiére division; 
M 2 = Métaphase de la deuxiéme division; P = Pronucléi a la fin de la deuxiéme division 
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IV. Le rétablissement du nombre diploide chez ferchaultella 


Si l’on compare la cytologie des deux espéces, on constate que l’ceuf 
de ferchaultella parcourt en gros les mémes étapes que celui de lapidella, 
mais qu'il interrompt cette évolution normale 4 des stades divers 
(Fig. 22): métaphase de la deuxiéme division (type 1), prométaphase ou 
intercinése (type 2), intercinése ou fin de la premiére anaphase (type 3), 
fin de la premiére anaphase (type 4). Si l’on admet la possibilité d’une 
variation continue, on peut dire que le déroulement normal des divisions 
de maturation est bloqué n’importe quand entre la fin de l’anaphase I et 
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la métaphase II. Le mode de rétablissement du nombre diploide dépend 
alors du moment ot s’est produit le blocage. L’ceuf manifeste une ex- 
tréme souplesse dans ses mécanismes cytologiques. On peut observer 
un mouvement d’ensemble d’un fuseau métaphasique (type 1), des 
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Fig. 22a et b. La cytologie de la maturation chez Luffia. a Les deux divisions de maturation 
chez L. lapidella; b Le rétablissement du nombre diploide chez L. ferchaultella selon les 
quatre types décrits 


régressions de fuseaux métaphasiques en demi-fuseaux (type 2), la rup- 
ture d’un fuseau (type 3) ou sa permanence (type 4). Les chromosomes 
peuvent se ‘déplacer massivement sans que les plaques soient disloquées 
(type 1 et 3), ou en ordre dispersé (type 2, 3 et 4). Pour un type de fuseau 
(type 3), on peut trouver deux modes de déplacement chromosomique 
(Fig. 15a—d et e—g). Si mystérieuse que soient les forces en jeu dans 
ces différents phénoménes, on peut en tous cas supposer qu’elles ne sont 
pas les mémes. Dans ces conditions, on ne peut pas expliquer la cyto- 
logie de ferchaultella et l’origine de sa parthénogénése par une particu- 
larité définie du fuseau ou des chromosomes. Et il me semble plus judi- 
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cieux de rapprocher |’échec de la premiére division de ferchaultella, ou la 
régression de ses fuseaux de deuxiéme division, du blocage observé chez 
lapidella. S’il existe dans l’espéce bisexuée un agent physicochimique ou 
biochimique qui ralentit la premiere division, ce méme agent, renforcé 
dans l’espéce parthénogénétique, pourrait bloquer la division. Suivant 
son intensité ou sa concentration, il agirait plus ou moins précocement, 
entrainant la série des types cytologiques décrits. I] faut noter que malgré 
leur diversité, leur apparent désordre, leurs asymétries et leurs irrégula- 
rités, ils aboutissent toujours 4 la formation d’un fuseau de deuxiéme 
division diploide et viable. Quand on examine des pontes plus Agées, on 
ne trouve jamais d’ceufs bloqués pendant les div’s:ons de maturation. 


H. Remarques sur la variabilité de la cytologie de L. ferchaultella 
I. Critique de la méthode d’interprétation 


J’ai indiqué plus haut que j’admettais que la ponte d’une femelle 
était homogéne au point de vue cytologique. En d’autres termes, si l’on 
y observe des figures différentes, celles-ci représentent des stades d’une 
méme évolution. Cette hypothése, généralement implicite, doit étre 
discutée ici. Si on en admet la validité, l’examen d’une ponte permet 
d’établir une série partielle. En raccordant plusieurs séries ayant des 
caractéres communs, on obtient la sériation compléte d’un processus. 
Dans l’hypothése contraire, on admet la possibilité de trouver dans les 
ceufs d’une méme ponte les stades de plusieurs évolutions différentes. 
La sériation des stades en l’absence de caractéres trés spectaculaires, 
devient extrémement délicate et subjective. 

J’ai examiné l’ensemble de mes préparations & la lumiére de ces deux 
hypothéses de travail. Il m’est impossible de prouver la justesse de 
lune ou de l’autre. Seul l’examen de matériel vivant et évoluant sous le 
microscope permettrait de le faire. Mais j’ai nettement l’impression qu’il 
faut se rallier & la premiére hypothése, soit admettre que tous les ceufs 
d’une ponte se développent selon le méme type cytologique. ; 

La plupart des pontes en effet ont un aspect trés homogéne (Fig. 13a 
a f, Orry 91; Fig. 15a—d, Compiégne 516, etc.). La reconstitution du 
processus dont nous avons quelques images ne fait aucune difficulté. 
Certaines pontes en revanche donnent des figures plus ambigues qui 
m’ont retenue longtemps. Elles présentent a la fois des fuseaux méta- 
phasiques de deuxiéme division (comme au type 1) et des images catapha- 
siques avec des chromosomes dispersés (comme au type 3). Comme elles 
ont de plus quelques caractéristiques communes (irrégularité, assymétrie,. 
élargissement de la portion périphérique du fuseau), j’ai fini par ad- 
mettre qu’elles appartiennent a un type cytologique précis, le type 2, et 
que la cataphase y succéde a la formation de fuseaux métaphasiques. 
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Cette solution me parait la plus satisfaisante de celles que j’ai envisagées. 

‘Je donne d’ailleurs ‘un grand nombre de figures et la liste des stations 
dont elles sont tirées pour que le lecteur puisse se faire une opinion 
personnelle. 

On peut se demander encore dans quelle mesure la technique est 
responsable de la variabilité observée. J’ai signalé plus haut que les 
ceufs parthénogénétiques étaient fréquemment lésés par la femelle. 
D’autre part la minceur de leur cytoplasme les rend fragiles. Leur 
fixation et leur manipulation sont plus difficiles que chez l’espéce 
bisexuée, et les préparations obtenues sont d’une qualité plus irréguliére. 
Dans ces conditions, on doit admettre que la technique est responsable 
de certaines particularités observées dans une ponte ou |’autre. Une 
fixation irréguliére marque plus ou moins les fibres, contracte ou étale 
les plaques chromosomiques et peut déformer les fuseaux. Mais sur 
l’ensemble du matériel il y a assez de figures satisfaisantes pour que l’exis- 
tence de plusieurs types cytologiques soit incontestable. 


IT. Le déterminisme des types cytologiques 
En présence d’une variabilité nette, on doit se demander quels sont 
les-facteurs qui déterminent le type cytologique de la femelle. On peut 
se demander également s’il existe d’autres caractéristiques de la femelle 
ou des ceufs qui, sans déterminer le type cytologique, lui seraient régulié- 
rement associés. Je n’ai pas encore réalisé d’expériences a cet effet, 
mais de mes observations, je peux tirer quelques conclusions. 


1. Type cytologique et hérédité 

Les élevages de ferchaultella sont d’un faible rendement vu le petit 
nombre des ceufs (15 & 40 environ) et la durée de la vie larvaire (un an). 
Les résultats de quelques uns d’entre eux sont consignés dans le tableau 
ci-dessous. On constatera que leur type cytologique est homogéne ou & 
peu prés. Si un élevage peut présenter 2 types cytologiques voisins, il 
faut se rappeler que les types sont mal délimités et que la variation est 
probablement continue. Je compte refaire des élevages pour vérifier 
sur de plus grands nombres leur homogénéité cytologique. I] me semble 
que l’on peut pourtant admettre provisoirement que le type cytologique 
est héréditaire (Tableau 2). 


2. Type cytologique et répartition géographique 
J’ai déja dit que l’hypothése de races géographiques distinctes a 
caractéres cytologiques différents ne se vérifie pas. L’étude de la répar- 
tition géographique des types cytologique présente pourtant un certain 
intérét. Je donne dans le tableau ci-dessus la liste des populations avec, 
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Tableau 2. La répartition des types cytologiques dans les différentes populations 
de L. ferchaultella 





Nombre de pontes 
appartenant aux types 
cytologiques 


i is Ge 








Angleterre (L. lapidella jamais signalée, vraisemblablement inexistante) 
Types morphologiques de a) Colchester . .. . 
McDonocH Chelmsford. . . . 3 
b) Horsham P. . . . 
Horsham S. . . . 
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France (L. lapidella fréquente) 


a) Vraisemblablement pas de StiNomi-4. toa. care 5 2 
station de lapidella dans un | St Nom (élevage) . 5 
rayon d’un km. Ones see 3 3 2 
Naa SR erase or 2 2 3 1 
Jo a 3 4 4 
Orry HD. (élevage) 4 1 
Eo) ere Sea 2 
Chantilly F. ar 1 1 
b) Station de lapidella & moins | Chantilly P.. ... 1 2 1 
GAN 7 teh ey in ake “is Compiégne. ... . 1 2 
| eS eee 2 
c) Station de lapidella & quel- PURER cag ta na) es! <a 1 2 
CQUOK TREUMOS 25570551) 32 Malmaisonl ... . 3 5 3 
Malmaison | (élevage) | 1 2 
Malmaison2 .... 2 1 


d) Pas de données sur lapidella | Fontainebleau .. . 3 
Totaux | 16 | 27 | 28 9 




















pour chacune d’elles le nombre de pontes appartenant aux divers types 
cytologiques. J’ai tenu compte seulement des pontes présentant plu- 
sieurs ceufs caractéristiques d’un type ou de l’autre. Certaines stations 
trés riches comme Orry ont été subdivisées en plusieurs sous-stations, 
correspondant chacune 4 un arbre ou a un petit groupe d’arbres, dans 
Vespoir de faire apparaitre des populations homogénes. L’examen de ce 
tableau permet les conclusions suivantes: 

1. Certaines populations sont peut-étre homogénes quant au type 
cytologique (Colchester, Cambridge, Londres, Estérel, Fontainebleau), 
et d’autres le sont & peu prés, la variation ne s’étendant qu’& un type 
voisin et rejoignant pratiquement la marge des erreurs d’interprétation 
(Newnham et Saclas). Mais il faut remarquer que le nombre des pontes 
examinées 4 ce stade dans toutes les populations sus-nommeées est trés 
faible. 
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2. La majorité des populations, et surtout toutes celles dont j’ai 
examiné un matériel abondant, présentent trois ou quatre types cyto- 
logiques (Malmaison, Orry, Chantilly). Le polymorphisme cytologique 
des Luffia parait donc trés répandu. 

Si l’on admet, comme les élevages semblent l’indiquer, que le type 
cytologique est héréditaire, il existerait donc des souches et peut-étre des 
populations entiéres homogénes a cet égard. Mais la plupart des popula- 
tions naturelles seraient con- 
stituées par un mélange de 
souches a _ caractéristiques 
cytologiques différentes. 


eh 


BY 


On constatera que sur ce 
tableau j’ai groupé les diffé- 
rentes stations en fonction de 
leur éloignement géographique 
des populations de lapidella. 
Je me demandais en effet s’il 
était possible d’établir une 
relation entre le type cyto- 
logique, qui est plus ou moins 


a 8 


Nombre des pontes examinées 
=~ 
Ss 








SF proche de celui de lapidella, 
et la distance qui sépare les 
0 n , populations bisexuées et par- 





thénogénétiques. Cette der- 


Types cyfologiques ‘ : 
niére doit correspondre grosso 


Fig. 23. La répartition des types cytologiques de : a 
L. ferchaultella en France (F) et en Angleterre (A) modo a 1 age de la souche 


parthénogénétique. Du moins 
peut-on affirmer qu’en Angleterre, ot lapidella n’a jamais été signalée, 
la parthénogénése est certainement ancienne. Tandis qu’en France et 
particuligrement dans les stations ot les deux espéces coexistent, il y a 
des chances pour que la parthénogénése soit récente, plus exactement 
que certaines souches de la population parthénogénétique le soient. 
L’examen des résultats consignés sur ce tableau ne marque pas de 
relation trés nette entre la cytologie et l’Age probable de la souche 
parthénogénétique. On trouve les quatre types en Angleterre comme 
en France, et dans ce dernier pays, Orry, ot j’ai cherché en vain lapidella 
dans un rayon d’un km. autour des stations de ferchaultella, et Malmaison, 
ou j’ai ramassé des chenilles des deux espéces & 5 m. les unes des autres, 
présentent tous deux |’éventail complet des possibilités cytologiques. 
Cependant si |’on examine les totaux anglais et francais et leur répar- 
tition (Tableau 2 et Fig. 23), on constate qu’en Angleterre le type 3 est le 
seul bien représenté tandis qu’en France, le type 2 est aussi fréquent et 
le type 1 assez abondant. Je pense qu’on peut en déduire que la varia- 
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bilité cytologique est plus répandue dans les souches récentes que dans 
les autres. L’homogénéité relative des souches anciennes pourrait 
s’expliquer de deux fagons: Ou bien l’on admet que l’espéce parthéno- 
génétique évolue, qu’elle se détache de l’espéce bisexuée avec le type 
cytologique 1 puis simplifie ses divisions de maturation dans le sens 
1—2—3—4. Dans ce cas l’homogénéité des populations anglaises serait 
Vaboutissement d’une longue évolution. Ou bien on suppose que chaque 
souche parthénogénétique apparait avec un type cytologique précis et 
stable. La sélection ferait un tri aboutissant 4 la prédominance du 
type 3. Aucune observation ne permet d’affirmer qu’il soit plus efficace 
que les autres. On n’observe aucun déchet au moment des divisions de 
maturation, et les conséquences génétiques des quatre processus sont 
évidemment identiques. Mais il est possible que certains types cyto- 
logiques soient associés 4 d’autres caractéristiques des ceufs, — élimina- 
tion ou non-élimination du polocyte par exemple — qui auraient un 
avantage sélectif. Aucun fait précis ne me permet de choisir l’une ou 
Vautre de ces hypotheses. 


3. Type cytologique et autres caractéristiques de la femelle 


Il y a longtemps que les entomologistes ont signalé la grande varia- 
bilité de la morphologie externe de ferchaultella. McDonoau (1943) a 
étudié la variation d’une série de caractéres: diamétre de la téte, nombre 
des articles antennaires et tarsiaux, longueur des rudiments d’ailes, 
longueur des segments du tube ovipositeur. Il constate l’existence de 
trois types morphologiques plus ou moins distincts et établit leur réparti- 
tion géographique en Angleterre. Plutét que d’entreprendre moi-méme 
l’étude morphologique de mon matériel, j’ai essayé de retrouver quelques 
unes des stations de McDonoeH et d’étudier le type cytologique des 
individus récoltés. Dans le tableau ci-dessus, les localités anglaises sont 
groupées selon leur appartenance 4 l’un ou l’autre des types morpho- 
logiques (a, b, c) de McDonocH. Malgré le petit nombre de données, on 
constate qu’il n’y a aucune corrélation entre type morphologique et type 
cytologique. Pour les trois types morphologiques, la majorité des femelles 
est de type 3. 

On peut se demander encore s’il existe des corrélations entre la phy- 
siologie ou le comportement de la femelle et sa cytologie. Je n’ai pas 
réussi & en établir. J’ai surtout cherché & voir si la surmaturation des 
ceufs pouvait jouer un réle. On trouve en effet parfois des femelles qui ne 
pondent pas tout de suite aprés leur éclosion mais seulement quelques 
minutes ou méme quelques heures plus tard. En comparant leurs ceufs 
& ceux des femelles plus rapides, j’ai observé dans les deux catégories 
les mémes aspects du fuseau et du cytoplasme, la méme chronologie et 
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la présence des divers types cytologiques. Une légére surmaturation des 
ceufs ne parait donc pas liée 4 un type cytologique donné. 

Il semble bien que la morphologie et la cytologie de ferchaultella 
soient soumises toutes deux 4 des variations importantes mais indépen- 
dantes les unes des autres. 


4. Type cytologique et autres caractéristiques de 1’ euf 
En plus de la variation concernant le rétablissement du nombre 
diploide, l’ceuf de ferchaultella présente une série de caractéres également 
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Fig..24a—c. La verrue cy que et Vévoluti des fuseaux. & L. lapidella; b L. fer- 
chaultella (Elevage sheets de VEstérel); c L. ferchaultella (Elevage provenant d’Orry) 











variables: |’épaisseur et le comportement du cytoplasme périphérique, 
les dimensions du fuseau anaphasique de premiére division, sa forme, 
sa polarisation, l’importance de ses fibres périphériques, la disposition 
des chromosomes, |’évolution de la substance d’élimination et la qualité 
du vitellus. Ces caractéres sont évidemment révélateurs & des degrés 
divers de facteurs physiques tels que la fluidité et la viscosité du milieu, 
les tensions superficielles, les forces et les frottements, que l’on n’observe 
pas directement sur un matériel fixé. Ils dépendent également de la 
constitution chimique de |’ceuf. 

J’ai cherché a voir d’une part s’il existait des associations constantes 
entre les types cytologiques décrits plus haut et l’un ou l’autre de ces 
caractéres, d’autre part si ces caractéres étaient liés entre eux. 

L’épaisseur du cytoplasme périphérique et |’importance de la. verrue 
cytoplasmique qui se forme autour du fuseau pendant la premiére 
division est le caractére dont les variations sont les plus apparentes. 
Un cytoplasme abondant favorise la qualité de la fixation, le maniement 
des coufs et le repérage des fuseaux. Il modifie beaucoup |’aspect général 
de la figure (Fig. 10d et e, Fig. 24). Mais il ne parait pas influencer le 
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type cytologique. On trouve le type 1 avec beaucoup et peu de cyto- 
plasme, de méme que le type 3. Il n’y a donc pas de relation entre le 
comportement du cytoplasme et celui du fuseau, contrairement a ce que 
je pensais & propos de Solenobia lichenella (NARBEL-HOFSTETTER 1950). 
De méme l’aspect des fibres périphériques, l’étranglement ou |’élargisse- 
meat du fuseau, la disposition des chromosomes et leur comportement, 
paraissent tout-d-fait indépendants de la quantité de cytoplasme 
entourant le fuseau. Méme un fuseau détaché de la périphérie et baignant 
dans le vitellus peut évoluer normalement (comparer les fig. 10f et g). 
Il n’y a pas plus de relation entre la température et l’abondance du cyto- 
plasme. En reyanche cette derniére est souvent associée 4 un vitellus 
tres fin et régulier et les deux caractéres sont probablement les indices 
d’un état physiologique satisfaisant de l’ceuf.. De plus l’abondance de 
cytoplasme semble constante dans certaines souches dont elle est une 
caractéristique vraisemblablement héréditaire (Fig. 24). D’une facgon 
générale, on peut dire que chez lapidella le cytoplasme est toujours 
abondant, que. chez certaines populations de ferchaultella il l’est aussi 
(Estérel, Babaou, Newnham), que chez d’autres il l’est moins et que chez 
certaines il est trés réduit (Theale, Horsham, Chantilly Pare). Je pense 
que l’amincissement du cytoplasme est l’un des caractéres pouvant 
s’accentuer au cours de |’évolution d’une souche parthénogénétique et je 
suis tentée d’y voir grosso modo une indication sur l’ge de cette derniére. 
Quant aux autres caractéres variables du fuseau anaphasique, quoique 
j’aie passé un temps considérable & les analyser, je ne peux ni les associer 
entre eux ni les rattacher 4 l’un ou I’autre des types cytologiques. Peut- 
étre peut-on établir une relation entre la présence de fibres périphériques 
importantes et les types 3 et 4, soit les cas ot il n’y a pas de formation 
de fuseaux de deuxiéme division. Les fibres périphériques empécheraient 
ou retarderaient la rupture du fuseau. C’est une supposition qui me 
parait. assez satisfaisante, mais je ne saurais la prouver. D’une fagon 
générale, je pense que la variété et l’irrégularité des figures anaphasiques 
est due a des variations indépendantes de la morphologie de leurs consti- 
tuants et de leur fonctionnement (allongement, polarisation, rupture, 
dépolarisation), et qu’il est inutile d’analyser dans le détail le comporte- 
ment du ou des fuseaux. Une fois le mécanisme normal bloqué, les 
chromosomes semblent avoir une tendance impérieuse a se rejoindre tous 
sur une plaque équatoriale, cependant que l’appareil fusoriel fait montre 
d’une grande plasticité. J’ai de plus l’impression trés nette que dans ces 
phénoménes les éléments mis-en évidence par la fixation et la coloration 
et particuli¢trement la disposition des fibres, ‘ne sont pas les éléments 
déterminants. J’imagine que pour comprendre la nature de ces processus, 
il faudrait surtout pouvoir examiner la structure fine des chromosomes, 
ce qui est bien difficile yu Jeurs petites dimensions, et connaitre la chimie 
du cytoplasme et ses modifications. 
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5. Type cytologique et milieu extérieur 

Le type cytologique parait également indépendant des conditions 
extérieures. Sans faire des expériences systématiques, j’ai pu cependant 
établir certains faits: 

1. Un lot de femelles placées sur la méme table et dans les mémes con- 
ditions de température, d’éclairage et d’humidité peut fournir le méme 
jour des pontes appartenant aux divers types cytologiques. 

2. Les caractéristiques de certaines populations (fréquence du type 1 
a Orry, du type 3 en Angleterre, par exemple) se retrouvent d’année en 
année, méme si la température du laboratoire au moment de la ponte 
est trés différente (16—20° en 1953, 25—30° en 1956, par exemple). 

Pour préciser l’action éventuelle du milieu sur la cytologie de fer- 
chaultella, il serait souhaitable de disposer de souches homogénes des 
différents types cytologiques et de les soumettre 4 diverses variations du 
milieu: conditions d’élevage, température, humidité, etc. 


I. Comparaison de la parthénogénése de L. ferchaultella avec 
quelques cas analogues 

La parthénogénése de L. ferchaultella présente sur le plan biologique 
des analogies frappantes avec celles des autres Psychides, en particulier 
Solenobia triquetrella, qui est de loin la mieux connue (SEILER 1923, 
1943, 1953, 1959, 1960). Sur le plan cytologique, elle est plus proche 
de deux autres Psychides, Solenobia lichenella (NARBEL-HOFSTETTER 
1950) et Apterona helix (NARBEL 1946), ainsi que de deux cas analogues, 
Vhyménoptére Nemeritis canescens (SPEICHER 1937) et surtout le phyllo- 
pode Artemia salina de S. Gilla (STEFANI 1960). Chez ces cing espéces, 
le rétablissement du nombre diploide ou tétraploide est di ala fusion du 
noyau de l’ovocyte II avec le premier polocyte. SPEICHER a discuté la 
signification génétique du processus chez. Nemeritis, je l’ai fait & propos 
d’Apterona et de 8S. lichenella, et SUOMALAINEN en a repris l’analyse 
dans une revue d’ensemble (1950). Au point de vue génétique, Luffia 
n’apporte rien de neuf, sinon la variabilité du sort du polocyte, chapitre 
encore insuffisamment connu que je reprendrai peut-étre. Au point de 
vue cytologique il est intéressant de la comparer avec Apterona et 
S. lichenella d’une part (Fig. 25), avec Artemia d’autre part. 

Chez Apterona, nous avons trouvé une cytologie trés semblable a 
celle du type I de Luffia. Les fuseaux sont un peu plus allongés, leur 
éloignement un peu plus marqué, les chromosomes un peu plus gros par 
rapport au fuseau et le cytoplasme toujours trés réduit. A ces détails 
prés, en ce qui concerne le rétablissement du nombre diploide, la cyto- 
logie d’Apierona et celle de certaines souches de ferchaultella sont iden- 
tiques. Le sort des polocytes est différent. 

Chez Solenobia lichenella, le rétablissement du nombre diploide se 
fait par un procédé comparable aux types III et IV de ferchaultella, c’est- 
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a-dire par une «cataphase», ou retombée des chromosomes en position 
équatoriale, succédant 4 l’anaphase. Les figures sont un peu différentes: 
le fuseau ne se rompt jamais. mais il est élargi dans sa portion supérieure 
et prend l’aspect d’un champignon, tandis que chez Luffia, s’il s élargit, 
c’est dans sa portion inférieurs. Les fibres périphériques de lichenella 
sont insignifiantes, sauf dans les stades trés jeunes. Son fuseau cata- 
phasique est de plus surmonté d'une langue cytoplasmique qui n’existe 
pas chez ferchaultella. Ces différentes modalités d’un méme phénoméne 
me confirment dans l’idée que ni la position du cytoplasme ni les détails 
structuraux du fuseau ne sont déterminants, mais que ce sont la structure 
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Fig. 25a et b. La cytologie de la maturation chez d’autres Psychides. a Apterona heliz: 
b Solenobia lichenella 











chromosomique et la chimie du cytoplasme qu’il faudrait pouvoir examiner 
de plus prés. 

Si l’on pouvait s’attendre a trouver chez Luffia une cytologie et des 
problémes semblables & ceux des autres Psychides, il est plus remar- 
quable de constater l’analogie non seulement cytologique mais aussi 
biologique et écologique qu’elle présente avec Artemia. Chez la forme 
diploide parthénogénétique qu’il trouve a S. Gilla prés de Cagliari, 
STEFANI (1960) vient de mettre en évidence un mode de rétablissement 
du nombre diploide semblable a celui d’A pterona et du type 1 de Luffia. 
De plus dans cette population, il trouve des ceufs se développant selon 
un autre schéma: divisions de maturation normales et fusion du pro- 
nucleus avec l’un des descendant du premier polocyte. Artemia présente 
done aussi une variabilité cytologique et il est fort possible, comme le 
suppose STEFANI, que |’étude d’autres populations diploides permette 
d’enrichir la liste des possibilités cytologiques de cette espéce. La réparti- 
tion géographique des populations parthénogénétiques et bisexuées pré- 
sente le méme intérét chez Artemia et chez Luffia. STEFANI estime que 
cette population parthénogénétique de S. Gilla, trouvée dans une saline 
qui ne date que d’une trentaine d’années et qui est proche de la station 
bisexuée de S. Bartolomeo, doit avoir une origine trés récente. Artemia 
salina serait une espéce en pleine évolution chez laquelle des souches 
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posés par la parthénogénése chez Artemia et chez Luffia est donc 


freppante. Conclusions 


Le genre Luffia est représenté en Europe par deux espéces, l’une 
bisexuée, L. lapidella, connue de France et des pays méditerranéens, et 
lautre parthénogénétique, L. ferchaultella, répandue en France et en 
Angleterre. Les deux formes coexistent dans le nord de la France. 

Chez L. lapidella, les divisions de maturation de l’ceuf fécondé se 
déroulent sans autre particularité notable que la lenteur générale du 
processus et particuliérement de la premiére anaphase. La fusion des 
pronucléi male et femelle se produit de fagon classique, de méme que 
les divisions de segmentation de l’ceuf et l’évolution des polocytes. Le 
nombre diploide est de 62 chez le male et de 61 chez la femelle. 

Chez L. ferchaultella, la premiere division de maturation de l’ceuf 
parthénogénétique se déroule & peu prés comme chez lapidella. Ensuite, 
l’ceuf peut évoluer de plusieurs fagons. On observe soit la formation d’un 
fuseau de restitution 4 partir de la fin de l’anaphase de premiére division, 
soit la fusion des deux fuseaux haploides de deuxiéme division, soit une 
série de processus intermédiaires. Le déroulement normal des.divisions 
de maturation peut se bloquer n’importe quand entre l’anaphase I et 
la métaphase II. De toute facgon, le nombre diploide est rétabli par un 
processus équivalent & la fusion de l’ovocyte II avec le premier polocyte, 
et les différents systémes obsurvés aboutissent tous a la formation d’un 
fuseau métaphasique. La deuxiéme division de maturation se déroule 
normalement et donne deux noyaux diploides, l’un central, l’autre 
périphérique. Le noyau central se divise activement; les cinéses blasto- 
dermiques paraissent étre toutes diploides. Le noyau périphérique a un 
sort variable. Il peut dégénérer ou se diviser quelquefois. On peut le 
considérer comme un polocyte. Le nombre diploide de L. ferchaultella 
est probablement sujet 4 des variations autour de 61. 

La variabilité de mode de rétablissement du nombre diploide se 
trouve pratiquement, dans toutes les stations examinées. Le type cyto- 
logique parait étre indépendant des conditions extérieures, sans relation 
avec le type morphologique de la femelle et son comportement. II est 
' vraisemblablement déterminé génétiquement, et les populations natu- 
relles seraient faites d’un mélange de souches de types cytologiques 
différents.: Alors qu’en France les divers types sont bien représentés, en 
Angleterre, il semble qu’il y ait prédominance d’un des types. 


Summary 

The cytology of two species of Luffia has been studied. The first one, 

L. lapidella, is bisexual, the second one, L. ferchaultella, parthenogenetic 
and derived from the first. In both species the females have a diploid 
number of 61 chromosomes. The male of lapidella has 62 chromosomes. 
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The development of the fertilized egg of L. lapidella does not show 
any noticeable peculiarity other than the slow rate of the first meiotic 
division. 

The meiotic divisions of the parthenogenetic egg of L. ferchaultella 
begin normally as in lapidelja but are interrupted either at the end of 
anaphase I or at metaphase II or anywhere between these two stages. 
Through various procedures the two haploid plates reunite to form 
a new metaphase spindle, which carries out a normal though diploid 
second meiotic division. The restoration of the diploid number happens 
therefore by means of the fusion of the first polar body with the nucleus 
of the oocyte II. The different procedures which lead to it have been 
studied and their variability examined in connection with the environ- 
ment, the morphological -types of the females and the geographical 
distribution of the species. 
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A. Introduction 

The Tetrigidae is an Orthopteran family which has been almost 
completely neglected cytologically since the pioneer studies of W. R. B. 
ROBERTSON (e.g. 1916, 1931 a) and his colleagues M. F. RayBurn (1917) 
and M. T. Harman (1915, 1920). In the thirty intervening years the 
note of Misra (1937) provides the only addition to the literature on 
this group. It is apparent from RoBERTSON’s accounts, however, that 
this group possesses a number of features of particular cytological 
interest which clearly merit further study. The present account is 
concerned with the cytology of the British Tetrigids. 

The family Tetrigidae is represented in Britain by only three species, all of 
which belong to the genus Tetrix. These are Tetrix undulata (SwRB.), 7’. ceperot 
(Bot.) and 7’. subulata (L.). 7’. undulata is widespread throughout the country, 
while 7’. ceperot and subulata are more southern in distribution, 7’. ceperoi being 
a comparatively scarce, local species. 

All species overwinter mainly as imagines, meiosis occurring in the spring, 
prior to copulation and egg laying. The nymphs mature during the summer months. 

The specimens used in this investigation were collected in Glamorgan, S. Wales, 
in the late springs of 1960 and 1961. The relevant data are tabulated below: 

















Table 1 
No. of 
Species a Locality me 
examined 
T.. ceperot 12 Sand dunes, Kenfig Pool April, 1960, 1961 
T. subulata 8 Marsh, Sant-y-nyl May, 1960 
T. undulata 9 Forest pathway, Draethen May, 1960 
Forest pathway, Welsh, St. Donats 


I am indebted to Mr. T. Parsons for invaluable assistance on the collecting trips. 

The paired testes lie dorso-laterally in the abdomen. Each consists of numerous 
spindle shaped follicles invested by a sparse orange fat body. Within each follicle 
the cells are at locally synchronised stages of division. The testes were vivisected 
in insect saline and squash preparations of the unfixed follicles made, using acetic 
orcein as joint fixative and stain. 

Chromosoma (Berl.), Bd. 12 37 
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B. Taxonomic Note 

Originally, only two species were recognised as occurring in Great Britain: 
these were named Tetrix subulatus and 7. bipunctatus (e.g. Lucas, 1920). Later, 
two further species were recognised, yielding two groups: 7’. subulata and T. 
ceperot, and 7’. bipunctatus and 7’. vittata. These are the four species listed in 
Hinck’s Royal Entomological Society key of 1949. However, since that time, 
two major changes have been made. The work of Kevan (1953) has shown that 
T. bipunctatus does not, apparently, occur in Britain, ail previous records being 
in error. Also, the species previously called 7’. vittata now receives the name 
T. undulata. These three species are the ones listed in the most recent (1954) 
edition of the Royal Entomological Society key. 


C. Observations 
I. Mitosis 

The mitotic complements of all three species are very similar mor- 
phologically. As in all other representatives of the Tetrigidae so far 
examined cytologically, there 
are 13 rod-shaped chromosomes 
5 ee present in the male. There is 
an XX 9:X0¢g sex mechanism, 


3 
4 
7 Q ; the singl ired X chromo- 
é 04 e single, unpaire chromo 


5 some being accompanied by 
y 4 six pairs of autosomes (2n= 

X 4% @: »  12AA+X) (Fig. 1). 
The size variation within 
6 weit ~ 2 each complement is reasonably 
6 wt & es large, permitting the seriation 
eS oe shown: in Fig.1. For con- 


venience, the same numbering 

1 system is employed as that 

Fig. 1. Spermatogonial mitotic complement used by ROBERTSON (1916). 

from 7. undulata ( x 3,000) Two large pairs (6 and 5) and 

one small pair (1) of autosomes 

are readily identified, as is the small, unpaired sex chromosome (X). 

The three medium sized autosomal pairs (2—4) are very close morpho- 
logically and often difficult to identify with certainty. 

In all three species the autosomes are very similar but there are 
slight differences in the sizes of the X chromosome: the X of 7’. undulata 
is usually slightly larger than that of either of the other two species. 

As in all other Tetrigidae, and indeed in many other animals, a 
hollow spindle is present at mitosis, the chromosomes being arranged 
around the periphery (Fig. 1). 
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ITI. Meiosis 
1. First Division 


a) Prophase. The prophase sequence is rather unusual: an extremely 
diffuse diplotene is present. Leptotene/zygotene nuclei are particularly 
small and unresolvable, the X being heavily stained and strongly con- 
densed (Fig. 2). It retains this appearance into the beginning of diplo- 
tene, when it is accompanied by the diploid number of deeply staining 
centric blocks. The remainder of each autosome is not resolvable, there 
being a diffuse, granular appearance to the moderately staining nucleus 
(Fig. 3). That this diffuse period is of long duration may be inferred 
from the large number of such stages present in preparations. During 
this stage the nucleus increases considerably in size until it reaches more 
than twice its initial diameter (Figs. 4, 5). At the same time it becomes 
less and less stainable and the autosomes more and more diffuse until 
the faintly granular nucleus can be seen to contain only the condensed 
allosome and the centric autosomal blocks. These are usually not paired, 
but randomly scattered throughout the nucleus, predominantly just 
below the nuclear membrane. This lack of pairing of the centric ends 
indicate that diplotene separation of the paired homologues has already 
been achieved. 

The structure of the centric blocks is often extremely clear at this 
stage, particularly in the L1 and L2 chromosomes. As in those examples 
so clearly elucidated by Lima DE Faria (1956) the centromeres are of 
compound structure, heavily staining granules alternating with non- 
staining segments. Here they are tripartite, two small heteropycnotic 
blocks enclosing a central euchromatic region (Fig. 10). Each centric 
block and of course, each chromosome, is double at this diffuse stage 
of diplotene. The central euchromatic zone is often quite elongated 
in some of the medium sized chromosomes. This occasionally gives a 
misleading indication as to the number of centric blocks present in the 
nucleus, since apparently more than 12 may sometimes seem to be 
present. No trace of a second short arm is visible beyond the terminal 
pair of centric granules. It is difficult therefore, to be certain whether 
these chromosomes should be termed acro- or telocentric (cf. Marks, 
1957). 

While the nucleus increases in size throughout the diffuse diplotene, 
the sex chromosome gradually straightens out via V- and U-shaped 
stages. At the end of this diffuse stage, progressive condensation of 
the largely unspiralised threads results in diffuse, lampbrush-type 
chromosomes becoming more stainable. From the very start the double 
threads are seen to be lying at an angle of 45—180° to each other, 
in characteristic diplotene configurations, associated by their terminal 

37* 
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Figs. 2—9. First meiotic prophase: all from 7. ceperoi ( x 1,500) 
Fig. 2. Leptotene/zygotene nucleus: X overcondensed. Fig. 3. Early diplotene: only the 
X and centric heteropycnotic blocks visible in the diffuse, growing nucleus. Fig. 4. Mid- 
diplotene: nucleus (now twice initial diameter) ceases growth. X chromosome uncoiling 
and structure of centric blocks particularly clear. Fig. 5. Ruptured nucleus at slightly 
later stage than Fig. 4, in which diffuse threads are becoming more stainable. Fig. 6. 
Late diplotene with typical distal localisation of chiasmata in all bivalents. Diffuse appea- 
rance still present. Fig. 7. Single late diplotene bivalent with small distally localised cross. 
Fig. 8. Early diakinesis. Fig. 9. Late diakinesis, bivalents approaching maximum contraction 
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regions only (Fig.6). Chiasma formation is localised at the distal 
extremities, and in most cases there is merely an end to end association. 
Occasionally, however, extremely small subterminal crosses may be 


Fig. 10. Structure of diplotene bivalent and its tripartite centric block 


resolved, particularly in the largest members of the complement (Fig. 7). 
Subsequent condensation spreads from the already condensed centric 
ends towards the associated tips until both partners are maximally 
contracted (Figs. 8, 9).. Ring bivalents have only been observed in one 
individual of T. ceperoi — 
that containing a single B 
chromosome (see below). | 

b) Prometaphase. Follow- $ 
ing breakdown of the nu- KY 3 8 ¥ 
clear membrane, the bivalents 1 
become attached to the spindle 
and congress. Metaphase is 
preceded by a slight pre- 
stretch. H § 

c) Metaphase. Metaphase 
plates of all three species are | g 
shown in Figs. 11—13. The 
small, rounded X chromo- e 
some lies to one side of the 2 
autosomes, often nearer one 
pole, its intensity of staining 
being the same or slightly zi, 3 ™ 
less than that of the auto- 4 
somes. The terminal chiasmata 
are often considerably atten- 


13 


uated at this stage, an ex- figs. 11—13. First metaphases of the three 


; ; 17 species of Tefrix described ( x 1,500) 
tremely thin, almost invisible, Fig. 11. JT. undulata. Fig. 12. 7. subulata. 
strand connecting homologues Fig. 13. 1. cepéroi 


(e.g. Figs. 11, 12, 19, 23 and 24). 

In up to 50%, of the first metaphases examined in 7’. ceperoi, an 
asymmetrical understained region or ‘“‘gap”’ of variable attenuation was 
visible in the number 6 bivalent (Figs. 14—16), and occasionally in the 
number 5. Its most typical appearance is shown in Fig. 14. This feature 
has not been observed in 7'. undulata nor T'. subulata. As it was observed 
consistently in all twelve individuals of 7'. ceperoi examined, from two 
consecutive years sampling, the character seems to be typical of this 
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population and may prove to be widespread throughout all populations 
of this species. 

Comparable understained segments have been described near centric 
regions in inbred populations of rye (REEs, 1955) and Pyrgomorpha 
kraussit (LEWIs and JoHN, 1959), and in interpopulation hybrids and 
irradiated material of Mecostethus grossus (KLINGSTEDT, 1941). In con- 
trast, these gaps in 7’. ceperoi are of spontaneous origin in a natural 
population. The occasional presence of a slightly understained region 
in the partner homologue (e.g. Fig. 16) and the observation of several 
; _ homomorphic bivalents with 

' paired gaps (Figs. 17, 23) 

] argues that the heteromor- 

phism here is phenotypic. 

not structural. 

d) Anaphase. Normal auto- 

4 15 16 somal segregation is invariably 

achieved at first anaphase. 

Figs. 14 and 15. Understained segments at meta- The X commonly remains 
phase I in bivalent 6 of TJ. ceperoi ( x 2,500). 

Fig. 14. Typical appearance of the heteromorphic Near one pole and has never 

eogmont due to cemttlo pull Fig. 16. Homo. een seen to divide. At this 

morphic bivalent with paired “gaps” stage it always stains less 

deeply than the autosomes 

and is more wedge-shaped. Its double nature is also more clearly 
visible, as is its loose, spiral structure. 

Bridges at first anaphase have been seen in a few cells, the tips 
of the chromosomes becoming attenuated before eventually separating. 
As none involved subterminal associations, it cannot be stated whether 
they are the result of the type of bridge formation described by JoHN 
et al. (1960) in Chorthippus, or merely due to “terminal affinity’, for 
these sub-chromatid bridges are believed to be associated with the 
presence of chiasmata and only clearly detectable as such when sub- 
terminal chiasmata and subterminal associations are involved. 


2. Second Division 
This division is normal in all respects, the double chromosomes being 
arranged around a hollow spindle and dividing equationally at anaphase. 
In a few cells, terminal adhesion bridges were observed at ana-telophase. 


III. Polyploidy 
Polyploid cells have been recorded from many otherwise diploid 
Orthopteran gonads (RotHFEts, 1950; Wut, 1951). A few isolated 
tetraploid cells at both first and second metaphase and anaphase were 
found in these species. As would be expected from the distal localisation 
of chiasmata, no multivalents were found in such cells. 
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IV. Failure of Pairing 

Two cells at first metaphase showed failure of pairing. From one 
normal individual of 7. subulata, a cell was obtained in which the 
number 3 homologues were present as univalents (Fig. 17), while in 
the individual of 7’. ceperot containing a single B chromosome (see 
below) the number 5 autosomes were unpaired (Fig. 18). In both cases 
the remaining autosomes 
were associated by the 
single distal chiasma usually 
found. 


ecw 


J 
a7 

In the 1961 resampling 
of the 7’. ceperoi population, aX 
two individuals were ob- ry 
tained possessing B chro- 
mosomes, i.e. two out of 
a total of twelve individ- eed 
uals of this species sampled 
(16.6%). One individual 
possessed one B, the other 
two. They were smaller 
than any other members 
of the standard complement 
and were positively hetero- 
pycnotic at first prophase. Be 89 

In consequence they were * 

usually associated with, 
or lay near to, the con- a 
densed X chromosome. x@ 

In the individual pos- 18 


sessing two B chromo- pigs, 17 and 18. Asynapsis at metaphase I ( x 1,560). 
somes these were aired Fig. 17.. Autosomes No. 3 present as univalents in 

. soiieg e P T. subulata. Fig. 18. TJ. ceperoi with one B chro- 
and co-orientated in 55 of mosome: autosomes No. 5 univalent 


the 57 first metaphases 
examined (Fig. 22). In only two such cells were they unpaired (Fig. 20). 
It is tempting to speculate, and it may be, that the association is 
chiasmate, for commonly one or two terminal strands are present 
connecting the two. Such fine terminal strands are often all that 
connect autosomal homologues at first metaphase, due to the extremely 
strict distal localisation usually found (Figs. 11, 12, 19, 23, 24). Two 
points, however, suggest that this may not in fact be so: 

a) The B chromosomes are positively heteropycnotic at early first 
prophase, at the time when chiasma formation is held to take place. 


V. B Chromosomes g od 
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Two lines of evidence suggest that such positive heteropycnotic precludes 
chiasma formation. Firstly, in Blaberus discoidalis the autosomes show 
procentric precocity at first prophase and significantly the precocious 
segments are the last to pair. Chiasmata are observed in the distal 
euchromatic segments, but never in the precocious segments (JOHN 
and Lewis, 1958). The absence or infrequence of crossing over in 
precociously condensed segments has also been verified genetically in 
Oenothera and Rhoeo (JoHN and Lewis, loc. cit. p. 263). Secondly, in 
Orthopteran spermatocytes possessing extra X chromosomes originating 
either by premeiotic non-disjunction in diploid cells or by autopoly- 
ploidy, the X chromosomes are invariably present as univalents at first 
metaphase. This is true despite the fact that they commonly show an 
association when they are positively heteropycnotic at prophase I, 
even in cells which possess as many as nine X chromosomes (LEWIS 
and JoHN, 1959). 


b) In the individual possessing only one B chromosome this was 
associated with the X chromosome in 23 of the 66 first metaphases 
examined. This X/B “‘quasi-bivalent’’ was perfectly co-orientated on 
the equatorial plate (Figs. 21, 23, 24) and the same kind of terminal 
strands were found connecting the partners. Indeed, even in one of 
the cells of the 2B individual in which the two supernumaries were 
unpaired, one of the B’s was co-orientated with the X chromosome 
(Fig. 20). Either the X and B are at least partially homologous, or 
more likely, their association represents a prolongation of their pro- 
phase heteropycnotic association. The resulting configuration is then 
a “‘pseudo-bivalent” or “‘quasi-bivalent’’ of the type envisaged by 
OsTERGREN and ViaFusson (1953). 

It is quite possible, therefore, that in the 2B individual the BII 
configurations may also be of the same ‘‘quasi-bivalent” type. 


The existence and persistence of the X/B ‘‘quasi-bivalent” in the 
ndividual with a single B chromosome has two important effects. 
Firstly, it ensures regular segregation of the B at first anaphase, avoiding 
the possibilities of lagging and elimination. Secondly, it results in the 
B passing to the opposite pole to that of the X. Indeed, even when 
they did not form a regular ‘‘quasi-bivalent’’, the X and B were located 
at opposite poles in 10.6% of the cells. Thus, in 60.6% of the cells 
observed, the X and B would pass to opposite poles at first anaphase. 
This suggests a tendency for the preferential distribution of the B 
chromosomes to the male line. Perhaps this is to overcome the chance 
of elimination which a B might encounter in the polarised meiosis 
found in females, where three of the four meiotic products are eliminated 
as polar nuclei (LEwis and Joun, 1959). 
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Figs. 19—24. B chromosomes in 7. ceperoi at metaphase I ( x 1,500). 
Fig. 19. Single B individual: B unpaired. Fig. 20. 2B individual: B’s unpaired with 
Single B indi- 


each other, but one coorientated with X as ‘‘quasi-bivalent’’. Fig. 21. 
vidual: X and B coorientated as ‘‘quasi-bivalent’’. Fig. 22. 2B individual: B’s associated 
and coorientated. Fig. 23. Early anaphase I in single B individual: X and B passing 
Fig. 24. Single B individual with X/B ‘“‘quasi-bivalent’ and ring 


to opposite poles. : 
bivalent (No. 2) 


At second metaphase in both individuals, all of the expected com- 
binations of autosomes, X and B chromosomes were observed. Some 


of these are shown in Figs. 25—28. 
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During the course of his investigations on several different Tetrigid 
species, Ropertson (1917) came across a single specimen possessing 
one B chromosome. This was an individual of Tettigidea lateralis lateralis 
(then called 7’. parvipennis). Here the B was much larger relative to 
the autosomes, however, lying between the third and fourth autosomes 
in size. Because of its positive heteropycnosity at first prophase and 
its consequent association with the X, RoBERTSON came to the rather 
unlikely conclusion that the supernumary was a deficient X chromosome. 


. 253 aes 


be@ @ hk 


Bg 
é 
% 
ey 
8 


E @- 
xs & 
Le eae 0 @ y 
Oe Oe. 
27 28 | 


Figs. 25—28. B chromosomes in 7’. ceperoi at metaphase II ( x 1,500). 
Fig. 25. 6AA+B. Fig. 26. 6AA+2B. Fig. 27. 6AA+X. Fig. 28. 6AA+X+2B 


VI. Ring bivalents 

Out of a total of 66 cells at first metaphase in the individual with 
one B chromosome, 5 cells were found possessing ring bivalents (Fig. 24). 
These involved the proximal/distal localisation of two chiasmata. They 
raise the chiasma frequency of this individual from the usual 6.00/cell 
to 6.08/cell — an increase of only 0.08/cell. Ring bivalents have never 
been observed in any of the other ten individuals of 7’. ceperoit without 
B’s, nor in 57 cells at first metaphase in the individual with two B’s. 
Neither have they been found in any of the individuals of 7’. undulata 
or subulata examined. The presence of both ring bivalents and an 
unpaired B in the same individual may, of course, merely represent 
a chance association of two rare events. Alternatively, the presence 
of the single B may have been responsible, indirectly or directly, for 
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the higher chiasma frequency exhibited by the autosomes. Fuller re- 
sampling in subsequent years would probably yield the answer. 

Possible correlations between the presence of B chromosomes and 
the chiasma frequency of cells and individuals in which they occur have 
apparently never been investigated exhaustively. In Locusta migratoria 
(REEs and Jamieson, 1954; ExLxiort, 1955), the authors were of the 
opinion that no readily apparent and simple correlation existed between 
the presence of B’s and chiasma frequency; but detailed comparisons 
were not undertaken. Furthermore, slight effects on chiasma frequency 
would be far more noticeable in a form with such localised chiasmata 
as Tetrix than in Locusta where much higher chiasma frequencies and 
non-localised chiasma formation obtain. The increase in chiasma fre- 
quency in the individual of 7. ceperoi noted above was only 0.08/cell 
or 0.015 bivalent. Such a slight increase would be virtually impossible 
to detect in most species with non-localised chiasmata and non-consistent 
chiasma frequency. However, in Myrmeleotettix maculatus, BARKER 
(1960) was able to demonstrate a significantly higher chiasma frequency 
in the autosomes in those cells possessing B’s than in those lacking 
supernumeraries, though no figures are given in this context. -In these 
cases it may perhaps be the presence of additional chromosomal material 
which is responsible for the higher chiasma frequency found (cf. tri- 
somic maize; MATHER, 1939). 


D. Discussion 


I. The Diffuse Diplotene 

Interphase nuclei contain the autosomes in a largely unspiralised 
condition, though certain autosomal regions and the sex chromosomes 
may remain condensed and spiralised. Mistermed the ‘resting nucleus’, 
it is at this stage that the greatest synthetic activity usually takes place. 
This may be inferred from several lines of evidence. Thus cell and 
nuclear growth both occur following division during the interphase 
period, while incorporation of radioisotopes into the nucleus has been 
demonstrated only at interphase (cf. Picken, 1960). A condensed 
chromosome has little synthetic ability: the condensed metaphase 
chromosomes of both mitosis and meiosis are at their lowest level of 
synthetic activity. 

The standard courses of both modes of cell division involve pro- 
gressive increase in condensation from prophase to metaphase. This 
theoretical ideal is probably rarely achieved in practice. In many, 
possibly the majority of animals, a greater or lesser amount of de- 
spiralisation accompanies prophase stages. In both Mammals and 
Orthopterans, for example, diplotene bivalents usually have a more 
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or less fuzzy, diffuse appearance, the result of lateral loop projections 
of the chromosome thread. This ‘‘lampbrush” appearance of diplotene 
chromosomes is maximal, of course, in the true lampbrush chromo- 
somes of Amphibian oocyte nuclei. Here the bivalents are almost 
completely despiralised, large paired loops arising along the whole length 
of the bivalent (CALLAN; 1960; GALL, 1958). 

The significance of these diffuse stages is clear: the bivalents are 
involved in active synthesis. In Amphibian oocytes, where cell and 
nucleus increase enormously in size, this can readily be observed. Under 
phase contrast, synthesis may be seen in action. Globules are synthesised 
along the lateral loops, become detached and float free in the nuclear 
sap (CALLAN, loc. cit.). 

Sacus (1953) has suggested that the synthetic activity accompanying 
diffuse stages after chromosome pairing in meiosis is mainly directed 
towards chromosome reproduction. Estimates of DNA doubling, how- 
ever, place the time of chromosome replication in early leptotene (MosEs 
and TayLor, 1955). Diffuse diplotene would thus appear to be con- 
cerned with general cell and non-chromosomal nuclear growth. The 
duration and extent of this stage will differ in different organisms, 
Orthopteran male meiotic prophase being on the whole more diffuse 
than that in many other groups. The genus Tetrix represents the climax 
of all those cases so far described in the Orthoptera. Here the nuclear 
diameter is more than doubled during diplotene, while the chromosomes 
are so diffuse as to be completely incapable of resolution. 

There is therefore an interesting time shift in the synthetic activity 
accompanying gametogenesis, both between males of different species 
and between the two sexes of any one species. Elaborate diplotene 
synthesis usually accompanies the development of yolky eggs in female 
meiosis. In the male, on the other hand, the situation is more variable. 
The large number of small primary spermatocytes produced by the 
final burst of premeiotic mitoses, increase in size by synthetic activity. 
This commonly takes place prior to leptotene, though a small amount 
of synthetic activity may be inferred to persist until metaphase in 
many organisms. In Tetrix, the time shift places the bulk of the syn- 
thetic activity into the diplotene stage, as in female meiosis. 


II. Chiasma Localisation 


It is debatable whether completely random chiasma formation ever 
occurs, either in plant or animal meiosis. A greater or lesser amount 
of localisation is probably the rule rather than the exception, even if only 
a result of the statistical precision with which the differential and inter- 
ference distances interact (MaTHER, 1938). In both plants and animals, 
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many cases of chiasma localisation have been described which fall into 
two principal categories, procentric and proterminal. 

In the procentric type, chiasmata are localised near the centromeres, 
whether these are situated near the ends of the chromosomes [e.g. 
Stethophyma (Mecostethus) McCiune, 1914, 1927, 1928; Bryodemae, 
White, 1954b; Fritillaria, Dartineton, 1958], or whether they are 
more median in disposition (e.g. Allium fistulosum, DARLINGTON, 1958). 
Proterminal localisation involves non-centric chromosome ends and is 
found, for example, in T'radescantia and Allium cepa (DARLINGTON, 
1958) and T'riturus (CALLAN, 1942). WuirE (1954a) is of the opinion 
that in the Acrididae and Tettigoniidae the most common pattern of 
localisation is a combination of procentric and proterminal, the main 
intermediate region having a very low chiasma frequency. 

The localisation observed is not absolute in the majority of cases 
described: a varying amount of latitude is usually present. One of 
the most extreme examples of chiasma localisation previously reported 
was probably that of Bryodema (WuirTE, loc. cit.), but even here, though 
the majority of bivalents possessed only one procentric chiasma, a 
distal chiasma was also found not uncommonly in two members of the 
complement. The Tetrigidae, however, provide examples of much more 
strict chiasma localisation. Here the localisation is proterminal and 
in the three species of the genus Tetrix described in this paper the single 
chiasma is almost invariably restricted to a very small distal segment 
in each autosome. Markedly subterminal chiasmata are never found; 
neither are bivalents usually found with more than one chiasma. The 
same would appear to hold true for most other Tetrigid species previously 
studied cytologically. Only in one genus, Tettigidea, were strongly 
subterminal chiasmata found, though with the same chiasma frequency 
of one per bivalent (RopERtson, 1916). In only individual of Tetrix 
ceperoi, that containing a single B chromosome, were ring bivalents found. 

With the exception of mice, few animals outside the Diptera have 
been subjected to exhaustive genetic investigations. As a result, com- 
parative data on the frequency and distribution of crossing over in the 
two sexes of most animal species are unavailable. The theoretical 
value of such knowledge for forms possessing localised chiasmata 
Wuire (1954b) has already pointed out. The family Tetrigidae is 
extremely fortunate and unusual in this respect. For during the first 
forty years of this century the genetic behaviour of several Tetrigid 
species was studied in detail by NaBours, in conjunction with several 
other workers (NaBours, 1929, 1937, 1947; NaBours, Larson and 
Hartwie, 1933; NaBours and SnypER, 1928). Both “normal” males 
and females and parthenogenetically produced individuals were studied. 
In the species then called A potettix eurycephalus and Paratettix texanus 











566 S. ALAN HENDERSON: 


(see section D III (a) for present taxonomic status), two species with 
distally localised chiasmata, crossing over was found to be at a greatly 
reduced level (Paratettix) or absent (Apotettix) in the male. How- 
ever, in the female recombination was generally high, often as high 
as 50%. In Tettigidea, where markedly subterminal chiasmata abound 
at male meiosis, crossing over was at the same level in both males 
and females — about 50% (Goon, 1941; NaBours, 1937). 

Though the majority of the genetic evidence is in close agreement 
with the cytological observations, there is one apparent exception, 
provided by the species then called Acrydiwm arenosum (now Tetrix 
arenosa arenosa). Here NaBours, Larson and Hartwie (1933) found 
crossing over to take place at just as high a frequency in the males 
as in the females. No stages are illustrated, but the chromosomes of 
this species are described as being “hardly distinguishable from those 
of such genera as Apofettiz and Paratettiz and others of the grouse 
locusts (Tetrigidae) so far studied‘. Even if cross bivalents are absent 
at first metaphase as a result of terminalisation, it is possible that 
somewhat more subterminal chiasmata may be present at diplotene. 
Alternatively, the colour pattern genes in this species may he located 
at the tips of the chromosomes. This possibility is not unlikely in view 
of the considerable differences in distribution of the colour genes within 
and between chromosomes in the five different Tetrigid species investi- 
gated in detail genetically (NaBours, 1937). 

The mechanism of chiasma localisation has been the subject of 
considerable dispute. Dartineton (1940, 1958) is of the opinion that 
localisation is a result of failure of pairing of certain chromosome seg- 
ments, chiasmata only forming in those segments which pair. This he 
has demonstrated to hold in several species of Fritillaria (DARLINGTON, 
1935). Wurrte (1954a), on the other hand, maintains that localisation 
depends upon an alternation in the distribution of euchromatic and 
heterochromatic segments. 

In attempting to reconcile these two contrasting opinions, three 
main points should be borne in mind. Firstly, it must be remembered 
that there is no apparent reason why all cases of localisation should 
be dependent upon the same causal mechanism. Some may indeed 
be heterochromatin dependant, while others may reflect failure of 
pairing. Secondly, even observation of paired chromosomes is not un- 
equivocal evidence of full effective pairing. Effective pairing may well 
be localised, the remaining chromosomal regions perhaps becoming 
associated by torsion pairing (JoHN and Naytor, 1961). In this con- 
nection, the presence of heterochromatin may well modify the effective 
pairing (JoHN and Lewis, 1958). Thirdly, there may be a time limit 
for chiasma formation. Should this hold, chiasma formation may take 
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place earlier in some organisms than others and thus be localised in 
those segments first pairing, even if full pairing is eventually completed 

DaRLINGTON and LACour (1940) have demonstrated that, in plants, 
heterochromatic segments normally visible only during interphase can 
be displayed at metaphase following cold treatment. Using this as a 
marker of heterochromatin distribution, DarLineton (1941) was able 
to show that there was no correlation between chiasma localisation 
and heterochromatin distribution in several species of Paris. Wuttn’s 
(1954a) disregard for these data has been justifiably criticised by Dar- 
LINGTON (1955), for by definition, heterochromatin is allocyclic to 
euchromatin in its condensation and staining capacity. Cold treatment 
accentuates allocycly, it does not produce something new. 

The factors governing localisation in Tetrix are not known with 
certainty. Here no proterminal heterochromatic segments are visible 
during the course of diplotene, not even in the diffuse stage. Centric 
heteropycnotic blocks are present, however, but chiasmata never usually 
form in these regions. It would appear, therefore, that in this case 
chiasma localisation may well be independent of heterochromatin. 
ROBERTSON (1931 a) was of the opinion that homologue pairing is initiated 
terminally at the end of the last premeiotic mitosis. I was unable 
to observe this and his figures are not conclusive. Should this be found 
to be true, however, the third possibility mentioned above could be 
operative here, i.e. chiasma formation is localised to those segments 
first pairing. It is significant that in the Neuropteran families Hemero- 
bitdae and Chrysopiidae, terminal initiation of pairing has been observed 
by SouMALAINEN (1952). Chiasma localisation in these Neuropterans 
is also terminal. 

Pertinent to this question are the results of experiments which 
Tam now carrying out on the effects of temperature on chiasma frequency 
and distribution. These have shown that an environmental change in 
the form of temperature shock can mimic the genotypic effects present 
in different species. In Schistocerca gregaria, for example, the longest 
members of the complement usually form two, three or even four 
chiasmata. In treated material, a single diastal chiasma is commonly 
induced. Such bivalents are often identical in appearance to those 
described above in Tetrix. In this temperature treated material, chiasma 
formation seems to be restricted to those regions first pairing. Indeed, 
pairing itself may sometimes be incomplete or absent, the latter result- 
ing in asynapsis. 

The views of DaRLIneToN and Wuire appear at first to be diamet- 
rically opposed. Yet both are based on critical inference from accurately 
observed facts. There is, however, one readily apparent,.and not un- 
likely, possibility by which these two contrasting viewpoints may be 
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resolved. This is that chiasma localisation is generally achieved by 
their forming in those euchromatic segments which first pair, whether 
subsequent pairing is complete or incomplete. When present, hetero- 
chromatin may sometimes be responsible for the initiation (e.g. Stetho- 
phyma, DARLINGTON, 1940), the delay (e.g. Blaberus, Joun and Lewis, 
1959) or perhaps even the incompleteness of pairing. 


III. Chromosome Relations within the Tetrigidae 
1. Previous Records 

Most of the previously published records of the chromosome numbers 
of members of the Tetrigidae are listed in Makino (1951). His list » 
requires amendment and revision on three points, however: 

Firstly, three omissions have been found, though admittedly these were obtained 
from predominantly non-cytological papers. They were recorded originally under 
the names Acrydium arenosum, Chorophyllum (foliatum?) and Telmatettix aztecus 
(see Table 2). Secondly, perhaps the main drawback to Maktno’s list is the fact 
that many major taxonomic changes have occurred during the 30—40 years 
which have elapsed since the majority of these species were described. Not only 
have some specific and generic names of many bona fide species been changed, 
but several of what the earlier workers considered to be distinct species have 
now been shown to be synonymous. Thus, Paratettix cucculatus, ‘leuconotus’, 
‘leucothorax’ and texanus all prove to be Paraiettix cucculatus; similarly, Acrydium 
granulatum and A. incurvatum are both synonymous for T'etrix subulata (see Table 2). 

Thirdly, one species has erroneously been included in Maxktno’s list which 
is not a Tetrigid at all. In the early days the generic term Acrydium was.frequently 
loosely applied to any form of grasshopper — often to true Acridids. Such is the 
case of Acrydiwm lineola described by CarNnoy (1885), for this species was most 
probably the bird locust now called Orthacanthacris aegyptia (L.) (Acrididae: 
Catantopinae). Indeed, this is not unexpected, in view of the marked difference 
in chromosome number reported for this species by CarNoy compared with the 
extremely conservative true members of the Tetrigidae, all of which have been 
found to possess the diploid number of 12AA+X in the male. 


The revised list, presenting both the new and old taxonomic status 
of the previous records is provided in Table 2. 


2. X Variation 

Consideration of the drawings and measurements previously pub- 
lished (RoBERTSON, 1916; RayBuRN, 1917), reveals an interesting point. 
The autosomes in all members of the family tend to remain constant 
in their relative sizes, but the X chromosomes does not. Even making 
allowance for the innaccuracies of some of the measurements (as ex- 
emplified by the differences between A. granulatus and A. incurvatus, 
which in point of fact were the same species), the X chromosome can 
be seen to fall into two groups. On the one hand, the now termed 
Tetrix group of species possess an extremely small X chromosome, 
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which approaches the number | or 2 autosomes in size. On the other 
hand, the X’s of Tettigidea and Paratettix are about twice this length, 
approaching the size of the fifth autosome. 

The X’s of the British Tetrix spp. are very loosely coiled at first 
meiotic anaphase and it would seem to be virtually impossible to produce 
as large and substantial an X as figured in Tettigidea by further un- 
coiling. Either loss or addition of chromosomal material may have 
occurred during the evolution of the X chromosome in this family, 
or perhaps a change of polyteny. Which of these alternatives is in- 
volved must await a more exhaustive comparison, perhaps incorporating 
other, as yet cytologically undescribed, Tetrigid species. 


Summary 


1. Chromosome number and behaviour are described in the three 
British species of the family Tetrigidae (Orthoptera): Tetrix undulata 
(Swrs.), 7’. ceperoi (Bou.) and 7. subulata (L.). In all three species 
the male number was found to be 2n =12-+ X, the number possessed 
by all other previously described representatives of the family. 

2. A number of meiotic variants were observed, which included 
cases of non-staining segments, polyploidy and failure of pairing. 

3. In two individuals, ot 7’. ceperoi B chromosomes were found. 
One possessed one B, the other two. 

4. Male meiosis is characterised by two unusual features: 

a) An extremely diffuse early diplotene is present, in which the 
individuality of the bivalents is not resolvable: only the condensed 
allosome and the centric heterochromatic blocks are visible in the other- 
wise faintly granular nucleus. This diffuse stage reflects great auto- 
somal synthetic activity, as a result of which the diameter of the nucleus 
is more than doubled. 

b) Chiasma formation is usually strictly localised. One chiasma 
invariably forms in a very small terminal distal segment of each auto- 
some: markedly subterminal chiasmata are never found. Ring bivalents 
were observed in only five cells: all present in the one individual posses- 
sing a single B chromosome. Chiasma localisation and its mechanism 
are discussed. 

5. A revised list of members of the family Tetrigidae so far studied 
cytologically is presented, together with their present taxonomic status. 

6. Interesting variation in allosomal size is present in the otherwise 
remarkably constant complements of the species so far described. 
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A. Introduction 

The term “‘partial trisomy” was recently proposed to designate the 
presence in triplicate of a chromosome segment in the cells of an other- 
wise diploid individual (Patav, THERMAN, SmiTH, INHORN and PIcKEN 
1961). This condition results from chromosome breakage with ensuing 
re-arrangement. It appears that full trisomy for most of the 22 auto- 
somes of the human genome has lethal effects, only three types of 
autosomal trisomy having been confirmed to date. However, Patau 
et al. (1961) pointed out that chromosomes for which viable trisomy 
is not possible are still likely to give rise to a variety of viable partial 
trisomics and that the number of different syndromes caused by partial 
trisomy is probably large, even though every one of them is rare. They 
made a case for Sturge-Weber’s disease being such a syndrome. In 
the present study we shall attempt to demonstrate that the same holds 
true for another rare multiple congenital anomaly. 

This disease was first recognized as a clinical entity by PaPrmLLon- 
L&aGceE and Psaums (1954a, b). Gortrn, ANDERSON and Scort (1961) 
published a pedigree with four afflicted persons in three generations 
that indicated dominant inheritance. Rurss, Pruzansky, Lis and 
Patavu (196la) named the disease the “‘oral-facial-digital syndrome’’, 
or OFD syndrome for short, and reviewed briefly twelve cases. A de- 
tailed report on these will be published elsewhere (RuEss, PRUZANSKY, 
Lis and Patavu 1961b). The present cytological study was done on 
some of these patients. Clinical aspects will be mentioned only to the 
extent that they might be cytogenetically relevant. 

Whereas the partial trisomy in the Sturge-Weber cases investigated 
may have resulted from simple reciprocal translocations, which require 


* The present work was supported by grant C-3313 from the U.S. Public 
Health Service. 
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only two chromosome breaks, we found in two of the present patients, 
a girl and her mother, an insertion, which means that at least three 
breaks were involved. The donor chromosome, as yet unknown in 
Sturge-Weber’s disease, could be identified. It is a chromosome that 
recently had attracted our attention for other reasons. We shall furnish 
a description of this chromosome before turning to the subject matter 
proper. j 

The material for the cytological analysis came from leukocyte cul- 
tures of peripheral blood. A modification of NowELL’s method was 


used (see Patav et al. 1961). 


B. Results 
‘ I. The Chromosome C’ 

The chromosome to be discussed belongs to the C group (group 6—12 
Denver — ef. Patavu 1961) and can usually not be distinguished from 
the other members of this group. We have never recognized it in bone 
marrow or tissue culture material, but in mitoses of cultured leukocytes 
from peripheral blood it sometimes stands out due to a very conspicuous 
secondary constriction which may appear as a fine thread or as a region 
that is not particularly thin but almost unstained (Fig. 1 — note that 
the appearance of the chromosome cannot be related to a congenital 
disease). It is possible that the thread-like condition is an artifact 
resulting from a collapse as it were of the region during fixation. Fre- 
quently, the region appears wholly or in part undivided in contrast 
to the separation into chromatids in the distal segments of C’. Some- 
times the region has a moderately bulbous appearance. All gradations 
occur between a striking manifestation of the secondary constriction 
and a condition in which it cannot be recognized no matter how well 
all C chromosomes are displayed. The frequency of manifestation was 
not determined as it depends greatly on the observer’s judgement in 
the relatively numerous borderline cases (such as the right C’ in Fig. 1, 
117 and 153, and in Fig. 2). Moreover, the frequency varies considerably 
from sample to sample. 

It is almost certain that there is only one C chromosome of this 
kind in the haploid set. The fact that we have never found more than 
two per cell could perhaps be ascribed to the infrequent manifestation 
of the constriction, but the appearance of the parts of the chromosome 
on both sides of the secondary constriction seems to be conclusive. 
These segments, which shall henceforth tentatively be called euchromatic, 
show the same structure as other chromosomes of the same cell, and 
their relative lengths evidently vary no more than do those of other chro- 
mosomes. When two such chromosomes are recognizable in the same cell 
the corresponding euchromatic segments always seem to match per- 
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fectly while the two chromosomes may differ greatly in the appearance 
of the secondary constriction. The chromosome in question is definitely 


’ 
1 a gx 


Le thas 


SOE ein & 141 153 
Fig. 1. Chromosome C’ from different individuals (closely paired chromosomes from same 
cell). Case 166: OFD; 117: female Sturge-Weber; 165: OFD; 168: mosaic XO/X, iso- 


chromos. Long arm X; 139 and 154: normal males; 1/41: male Sturge-Weber; 153: XO. 
Leukocyte cultures. Feulgen, orcein 
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Remainder of the C Group 


Fig. 2. Some of the chromosomes of one cell (Case 152: female mongoloid) 


not the X, for we have seen it in duplicate in cells of males as well 
as of a patient with XO gonadal dysgenesis (Fig. 1). 
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The chromosome can be recognized readily enough in several 
published karyotypes where it was variously labeled with an X or any 
of the numbers from 7 through 10. When the secondary constriction 
is maximally contracted the chromosome appears to be one of the 
smallest of the C group, but there seems to be no point in assigning 
it a number since the customary indiscriminate labeling has by now 
thoroughly compromised the numbers 6 weaagh 12. Therefore, we 
propose to call this chromosome ‘C’”’. 


Morphologically, C’ can be characterized as follows. The secondary 
constriction belongs to the long arm; the euchromatic short arm is 
about the second smallest in the C group. The position of the centro- 
mere can be seen clearly in the left C’ of Fig. 2, which also shows, rather 
typically, a short well-stained knob between the centromere and the 
secondary constriction and a distinctly sudden transition from the latter 
to the distal, euchromatic segment of the long arm. The detailed struc- 
ture of the secondary constriction is not clear, but its general appearance 
and its great variation in length remind one of the kind of major con- 
striction (cf. for instance THERMAN 1949) that is probably always a 
nucleolar organizing region. 


Although in all preparations in which C’ was studied the Feulgen 
staining had been reinforced by a moderate application of orcein, it 
seems clear that the secondary constriction is not entirely void of DNA. 
Furthermore, we have the impression that the striking variation in 
appearance of this region (which goes beyond the variation found in 
typical secondary constrictions of higher plants) cannot be explained 
by mere variation in contraction. We suspect that in this region the 
DNA content itself is not constant. At any rate, the region, possibly 
including the above mentioned knob, clearly is heterochromatic and 
it is likely that it contains relatively few genes. 


There is in one arm of chromosome 1] a proximal region that is 
probably also heterochromatic. In this region, adjacent to the centro- 
mere, a little knob can often be seen from which the distal part of 
the arm is separated by a secondary constriction. However, this is 
never as conspicuous as is sometimes the secondary constriction of C’. 
Whereas there is no particular reason to assume that the secondary 
constriction of chromosome | represents a nucleolar organizing region, 
it does appear likely that it belongs to a heterochromatic segment, 
the heterochromasy being sometimes indicated by a slightly more 
elongated appearance and closer association of the chromatids as com- 
pared with the other arm. These are the very features that distinguish 
the Y chromosome from the small acrocentric autosomes and that are 
sometimes so very striking in the heterochromatic part of C’. The 
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two chromosomes | in Fig. 2 display the peculiarities of this segment 
in their upper arms about as well as this rather minor effect can ordinarily 
be seen. 
II. The Chromosomes of OF D Patients 

The first two patients, a girl of 11 years (Case 166) and her mother 
‘(Case 165), are identical with the Cases 8 and 10, respectively, as de- 
scribed in detail by Ruzss ef al. (1961b). Both have 46 chromosomes 
(Table) which appear entirely normal except for the unusual length 


Table. Chromosome counts, near-diploid cells only 





























Patient s44 45 46 47 248 Total 

Case 165, mother of 166, OFD . — 1 15 — — 16 
Case 166, Si OERD .. 6. — — 17 — a 17 
Casete2.- Ro Pi OGERD... .. —_ — 12 - a 12 
Case 194. M. FE. OF Do . . — 1 5 — — 6 
Case 185, mother of 184, normal — 1 10 2 13 
Case. 186-S. a, OD... cai — — 12 — 12 
Case 189, E.G.,O0FD ..... — — 9 — — 9 
Case 190, mother of 189, normal 1 -- 8 — a 9 

Total 1 3 88 2 a 94 


of one arm of one of the chromosomes 1 (Figs. 3 and 4). Evidently, 
this arm carries an extra segment. In both patients, the arm is not 
only longer, rendering this chromosome larger than any other of the 
human complement, but shows frequently a structural peculiarity in 
its proximal part that makes it fairly obvious that the extra segment 
was inserted near the centromere rather than translocated to the end 
of chromosome 1. 

The normal arm of the presumed insertion chromosome does not 
seem to have the above discussed secondary constriction of chromo- | 
some 1. On the other hand, in several of the pairs of Fig. 4 the little 
knob that separates the secondary constriction from the centromere 
is indicated not only in one arm of the normal chromosome 1 but also 
in the abnormally long arm of its partner. These observations suggest 
that the extra segment was inserted at or near the secondary con- 
striction of chromosome 1. The region that evidently represents the 
inserted segment shows sometimes relatively thin and closely associated 
chromatids, appears somewhat bulbous in other cases, and more or less 
normal in still others. Thus the region resembles the more frequent 
modes of appearance of the secondary constriction of C’ and is unlike 
any other chromosome segment of the human complement. 

Our tentative conclusion that the inserted segment came from C’ 
and involved its secondary constriction became virtually a certainty 
when the cell of Fig. 5 was found. Both chromosomes C’ display their 
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secondary constriction with unusual clarity, there is a typical chromo- 
some 1, and there is its partner which matches it in one arm perfectly 


Fig. 3. The 46 chromosomes of Case 165. 1(C’): the insertion chromosome 


Case 165 
(mother) 
5u 
Case 166 0 , 
(daughter) 
Fig. 4. In each pair: left — normal chromosome 1; right — insertion chromosome 


but has in the other a striking secondary constriction. The presumably 
euchromatic segment on the distal side of this constriction seems to 
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be only slightly smaller than the corresponding arm of the normal 
chromosome 1. The difference in size between the two chromosomes, 
as can be seen in every pair of Fig. 4, suggests that the inserted segment 
consists of more than the secondary constriction of C’. If this additional 
material came from the proximal side of the secondary constriction 
it would, unless it were very small, include the centromere and thus 





Fig. 5. Prometaphase of Case 166 showing partial trisomy for inserted segment (probably 
as indicated by angle). 1(C’): the insertion chromosome. Composed from two photographs 
taken at slightly different focal levels 


render the insertion chromosome dicentric, which it obviously is not. 
Therefore, it appears likely that the assumed extra material came from 
the euchromatic segment on the distal side of the secondary constric- 
tion of C’. Thus, it would seem that the two breaks in C’ occurred 
more or less as indicated in Fig. 5 by the open side of the angle which 
points with its apex towards the likely locus of the break in chromo- 
some 1. 

The above interpretation may be faulty in detail, but there can be 
no reasonable doubt that there was an insertion into chromosome 1, 
that the donor chromosome was C’, and that the inserted segment 
contained at least part of the secondary constriction ‘of C’ but most 
likely also a euchromatic segment. Above all, it is evident that the 
complement of the daughter contains the inserted segment in triplicate 
as two normal chromosomes C’ are present. The mother, too, has not 
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only the insertion chromosome but also two apparently normal chromo- 
somes C’ (Fig. 1, 165), in other words she as well as her daughter is 
a partial trisomic. 

Preparations of sufficient quality to make possible a detailed analysis 
of all chromosomes were also obtained from four unrelated OFD patients 
and from the normal mothers of two of them. All have 46 seemingly 
normal chromosomes (Table). 


C. Discussion 

The present Cases 165 and 166 resemble one of the Sturge-Weber 
cases (141) presented by Patavu ef al. (1961) in that an extra chromo- 
some segment was found, but whereas the presence in triplicate of 
this segment could only be presumed in the Sturge-Weber case, the 
donor chromosome being unknown, the OFD patients 165 and 166 
could be shown microscopically to be partial trisomics. The OFD 
syndrome is very rare and so is a microscopically recognizable insertion 
in man, the present case being apparently the first to be described. 
Evidently, the co-occurrence of the disease and the insertion in mother 
and daughter cannot be ascribed to chance. We conclude that partial 
trisomy for the inserted segment caused the OFD syndrome in these 
patients. 

It had been pointed out by Parav ef al. (1961) that for every 
translocation that can be recognized microscopically there must be 
many more in which an extra piece of the same size cannot be detected 
because of a too large size of the recipient chromosome arm. It also 
had been pointed out that this holds even more true for insertions. 
It might be objected that the structural peculiarity of the present 
insertion would render it conspicuous in any chromosome. However, 
the secondary constriction of C’ manifests itself clearly only in very 
few cells, in fact, we had cytologically otherwise favorable samples 
in which we did not find it. The present material happened to be 
favorable in regard to C’, but even so, the cell of Fig. 5 was a rare find. 
Furthermore, we were lucky in that the recipient chromosome is No. 1 
which, by its almost perfect symmetry, makes the detection of an ab- 
normality in one arm relatively easy in spite of the size of this chromo- 
some. Therefore, we do not believe that the same extra segment, if 
it were inserted in another chromosome, would always be detected no 
matter how competent the observer and how favorable the cytological 
material. 

The chances of discovering an extra segment that causes the OFD 
syndrome are in general probably much smaller than the above might 
indicate. It was pointed out that in the present case the insertion 
is likely to contain a euchromatic section in addition to a major part 
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of the secondary constriction of C’. Consequently, it is likely that 
most or all of the genes that contribute towards the OFD syndrome 
when present in triplicate are located in a euchromatic region of C’, 
adjacent to and probably on the distal side of the secondary constriction. 
This, of course, implies that the OFD syndrome may come about — 
and possibly does in the majority of cases, by partial trisomy for an 
inner segment of C’ that does not include an appreciable part of the 
secondary constriction. An insertion of such a segment would cause 
no structural peculiarity except for a moderate increase in length of 
the recipient chromosome arm. As a rule, such an increase would 
escape microscopic detection. For the question whether the OFD 
syndrome is always caused by partial trisomy it is obviously irrelevant 
that we failed to discover a chromosomal abnormality in four patients 
with this syndrome and that GoRLIN (1961) was equally unsuccessful 
with members of his OFD family. On the other hand, the demonstration 
of a dominant type of inheritance of this syndrome by Gortin ef al. 
(1961) and by Rvuzss ef al. (1961b) agrees well with partial trisomy. 
There is certainly nothing in the clinical picture to suggest that the 
OFD syndrome is not an etiological entity. We conclude that it is 
always caused by partial trisomy for a certain segment of C’. 

The multiplicity of seemingly unrelated anomalies in the OFD 
syndrome suggests that it combines the trisomy effects of a number 
of genes which would most likely be scattered over a region in C’ of 
not negligible length. In unrelated cases the inserted segment will 
hardly ever be the same and the resulting differences in the set of 
genes that are present in triplicate can be expected to produce different 
variants of the syndrome, most likely including some that are too 
atypical to be diagnosed as OFD. There may be limits to the length 
of the inserted segment in viable individuals. If an inserted segment 
were to include the centromere, the insertion chromosome would ordi- 
narily be dicentric which would lead to the elimination of the descendants 
of this cell. Furthermore, it is possible and even likely that the extra 
segment is also limited in distal direction, be it by a trisomy lethal 
(cf. Parav et al. 1961) or by several genes in the distal euchromatic 
part of the long arm of C’ that in combination might have a lethal 
effect. If so, the OFD syndrome would always be the result of an 
insertion. 

Insofar as afflicted members of a family can be presumed to have 
the same chromosome segment in triplicate, variation of the. syndrome 
among them must be interpreted in terms of penetrance and expressivity. 
Gortin e¢ al. (1961) in their Table 1 have reported the symptoms 
and signs in four OFD patients from one family who show striking 
similarities as well as discrepancies. In the material published by 
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Rugsss et al. (1961 b) there are the present cases 165 and 166 (mother 
and daughter) and four afflicted members of another family besides 
six unrelated cases. It will be seen from their Table 1 that in all cases 
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Fig. 6. Expected mode of inheritance of the OFD syndrome. Partially shaded chromo- 
some (top): C’, donor of white segment; black: chromosome 1, with or without inserted 
white segment 


there are anomalies of the oral cavity but that the involvement of the 
facial and digital areas suggests familial patterns. Mother and daughter 
both have digital anomalies which are lacking in all four afflicted 
members of the other family. In none of these four is the facial area 
involved, whereas mother and daughter are discordant in this respect. 
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In five of the six unrelated cases both the facial and the digital area 
are involved, but in one case neither is. 

These observations are suggestive of the consequences of partial 
trisomy for non-identical, if overlapping, segments, but the data are 
too meager to be conclusive. Furthermore, anatomical areas are hardly 
adequate categories for describing genetic effects. However, it would 
seem that the OFD syndrome might one day lend itself to a mapping 
of trisomy loci of an inner segment of the chromosome C’. If a study 
of familial cases should reveal a number of anomalies that are consistently 
concordant within families one might proceed under the working hypo- 
thesis that these anomalies represent trisomy effects of single loci. 
A comparison of a sufficiently large number of unrelated cases should 
then show whether these anomalies can be arranged in a linear sequence 
so that the anomalies present in any single case are always consecutive, 
without gap, in that sequence. It will be shown elsewhere that a mapping 
of trisomy loci by this method appears to be possible for the chromo- 
somes D, (as defined by THERMAN, Patavu, SmirH and DeMars 1961) 
and 18. 

The inheritance of the OFD syndrome is complicated by the fact 
that the syndrome is found only in females. GoRLIN e¢ al. (1961) con- 
sidered it likely that this is caused by a lethal effect of the OFD con- 
dition on the male, in which case a 2:1 sex-ratio female to male would 
be expected among the children of afflicted women. Rvzss et al. (1961 b) 
showed that the now available data agree with that sex-ratio and differ 
significantly, though only on the 3% level, from the 1:1 ratio. If we 
thus interpret the OFD syndrome as the result of a specific kind of 
partial trisomy that acts as a sex-limited lethal, a rather peculiar mode 
of inheritance can be predicted which is shown in Fig. 6. It will be 
noted that a carrier may be of either sex. The diagram of Fig. 6 is 
insofar an over-simplification as it makes no allowance for the effects 
of crossing over within the inserted segment. However, this could 
hardly lead to anything but an increase in the frequency of inviabie 
zygotes. As yet, no evidence of OFD carriers has been encountered, 
but it can readily be seen that such evidence, for instance in the form 
of an afflicted woman with phenotypically normal parents who has an 
afflicted niece or grand-niece, will not be frequent. We are confident 
that eventually such cases will be found. 


Summary 
One of the autosomes of the C group (6—12), C’, can sometimes 
be identified by a secondary constriction. 
A mother and her daughter, both afflicted with the oral-facial- 
digital (OFD) syndrome, are shown to be partially trisomic for an inner 
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segment of C’, this segment having been inserted into chromosome 1. 
The other chromosome 1, the two chromosomes C’, and the rest of 
the complement of 46 chromosomes appear normal. 

In four other OFD patients no chromosomal abnormality was de- 
tected. Nonetheless, it is concluded that the OFD syndrome is generally 
caused by partial trisomy for a specific region of C’. The presence 
of the inserted extra segment would usually escape microscopical de- 
tection. 
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CYTOLOGISCHE UNTERSUCHUNGEN AN ARTEN 
UND ARTBASTARDEN VON AQUILEGIA 
Il. DIE VARIABILITAT DER PACHYTANCHROMOSOMEN 
Von 
GERTRUD LINNERT 


Mit 6 Textabbildungen 
(Hingegangen am 30. Juni 1961) 


A. Einleitung 

Der Zellkern und die Chromosomen unterliegen einem standigen 
Gestaltswechsel, der mit den Zellteilungen, Mitose und Meiosis, und mit 
den Differenzierungsvorgingen verkniipft ist. Als Mechanismen dieser 
Verdnderungen kennen wir Spiralisation und Entspiralisation, Ver- 
mehrung oder Verminderung des Polytaniegrades, Heterochromati- 
sierung und Deheterochromatisierung und médglicherweise auch 
sekundaére Substanzeinlagerungen. Sie bewirken alle zusammen eine 
groBe Variabilitét in der Erscheinungsform der Chromosomen inner- 
halb eines Individuums und sogar innerhalb eines Gewebes. 

Ob es auch einen Metabolismus gibt, bei dem die Erscheinungsform 
der Chromosomen in den vergleichbaren Geweben und Stadien von Art 
zu Art verandert wird, dariiber wissen wir sehr wenig. Man kennt eine 
Reihe von Eigenschaften, in denen sich verwandte Arten unterscheiden 
kénnen. So gibt es Unterschiede in der GréBe oder dem Volumen der 
Chromosomen bei Arten mit gleicher Chromosomenzahl von Vicia, 
Daucus, Rumex, Allium, Setaria, Triticum dicoccum und Hordeum 
(ScHwanitTz und Prrson 1955). Bei natiirlichen Polyploiden ist oft das 
Kernvolumen unter das entsprechende Vielfache ihrer diploiden Ver- 
wandten vermindert (StRAvB 1939), und schlieBlich gibt es verschiedenes 
Heterochromatin bei Impatiens (SmirH 1934), Streptocarpus (OEHLKERS 
1944), Valeriana (Herrz 1950) und Salvia (LInNERT 1955). 

Diese Unterschiede sind leicht konstatierbar, dagegen ist es bis jetzt 
noch nicht gelungen, die ihnen zugrunde liegenden Vorgange im Versuch 
direkt zu beobachten. Es liegt nahe, solche Formen miteinander zu 
kreuzen, die sich in bestimmten Eigenschaften ihrer Chromosomen unter- 
scheiden, und die Bastarde zu untersuchen. Man kénnte dann vielleicht 
sehen, ob die charakteristische Chromosomengestalt der Eltern bei- 
behalten wird oder ob die Bastardgenome sich aneinander anpassen, der 
einen oder anderen Elternform gleichen oder etwas Neues zeigen. Im 
Pachytin von Baumwollbastarden fand Brown (1954), daB die ver- 
schieden langen Chromosomen der Eltern sich aneinander angleichen 
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und paaren. Mir ist es jedoch trotz jahrelanger Bemiihungen nicht ge- 
lungen, Salvia-Arten, deren Heterochromatin verschieden ist, miteinander 
zu kreuzen. Man muB8 also versuchen, solche Formen zu finden, die sich 
in ihren Chromosomen nur so wenig unterscheiden, daB eine Bastardierung 
noch méglich ist. 

Avf der Suche nach einem geeigneten Objekt boten sich die Akeleien 
an, deren Arten sich leicht kreuzen lassen. Sie besitzen auBerdem 
charakteristisch gestaltete, partiell heterochromatische Chromosomen, 
und in Vorversuchen schienen sich Unterschiede in der Lange und der 
Konsistenz ihrer Pachyténchromosomen abzuzeichnen. Um aber zu- 
fallige oder stadienbedingte Schwankungen ausscheiden zu kénnen, ist es 
noétig, mit mdglichst groBem Material zu arbeiten und auch die Variabili- 
tat innerhalb der Arten zu erfassen. Dieses schwierige und langwierige 
Vorhaben wurde mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemein- 
schaft durchgefiihrt. Seine Ergebnisse sollen hier dargestellt werden!. 


B. Material und Methode 


Die folgenden Arten und Artbastarde wurden untersucht. Weitere Angaben 
iiber die Herkunft des Materials finden sich bei Linnrert 1961. 

















Form Pflanze Jahr pales * Poca al 
BE ess a en a ae g/l 1954 1 9 
ye a een ae ea arr e/1 1954 1 7 
Be a RS a ie 1954 0 0 
A. longissima x canadensis. . . . 8/0 1954 1 12 
8/1 1958 2 9 
A. longissima Xx glandulosa... . . 10/1 1958 1 12 
10/5 1958 1 7 
10/9 1958 1 3 
10/11 1958 ] 1 
A. canadensis x glandulosa. . . . 12/0 1954 1 5 
12/1 1958 4 8 
12/2 1958 1 3 
12/— 1958 1 2 
12/4 1958 2 2 
A. buergeriana x glandulosa .. . 14/3 1957 6 11 
14/5 1957 5 17 
A. buergeriana x canadensis .. . 15/2 1957 4 10 
15/3 1957 4 13 
15/13 1957 3 5 
15/16 1957 1 5 
15/17 1957 4 18 
A. glandulosa x calearata . . . . 21/1 1959 6 20 
21/3 1958 6 a 
A. glandulosa x vulgaris olympica . 22/2 1959 5 7 
22/3 1959 1 1 
24 63 204 








1 Der Deutschen Forschungsgemeinschaft, durch deren Unterstiitzung diese 
Arbeit erméglicht worden ist, sage ich an dieser Stelle meinen herzlichen Dank. 
Ebenso danke ich Frl. Sasrng Enckz fiir ihre gewissenhafte Mitarbeit. 
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Nur solche Zellen, deren sieben Bivalente vollstindig zu sehen waren, wurden 
photographiert (Apochr. 1,32 100 x, Ok. 8 x, Leica-Aufsatz 1:1) und auf das Fiinf- 
fache vergréBert. Mittels durhsichtigen Papiers wurden die einzelnen Chromo- 
somen nachgezeichnet und ausgemessen, zuletzt wurden alle Strukturen in gleicher 
GréBe und gleichem Abstand in einer geraden Linie aufgetragen. So entstanden die 
Schemazeichnungen. Da in der Aquilegia-Bliite 40 Antheren in vier Wirteln an- 
geordnet sind, war es méglich, von einer Knospe viele Praparate zu machen. Trotz- 
dem wurde das Ziel, von jeder Pflanze zehn Praparate und von jedem Praparat zehn 
Zellen zu untersuchen, nicht erreicht, denn die Zellen, die in der obenbeschriebenen 
Weise ausgewertet werden konnten, waren selten. Dennoch iibersteigt die Gesamt- 
ausbeute von 204 Zellen mit 1428 Chromosomenpaaren an Umfang alle bisher be- 


kannten Pachytananalysen. 
Die Knospen wurden in Ernstschem Gemisch (Alkohol: Eisessig: Essigkarmin + 


FeCl, im Verhiltnis 3:1:4) fixiert. Die Farbung dauert lange, oft Wochen und 
Monate. Im letzten Jahr wandten wir eine HeiBfixierung bei 40—60° C in Alkohol: 
Kisessig im Verhialtnis 2:1 an, mit nachfolgender Farbung in Eisenkarmin. Mit 
dieser Methode farben sich die Chromosomen iiber Nacht. 


C. Empirischer Teil 

Im Pachytan aller Artbastarde von Aquilegia sind die Chromosomen 
vollstandig gepaart, und die Homologen entsprechen sich in allen Einzel- 
heiten ihrer Strukturen. Deshalb miissen die untersuchten Genome 
untereinander homolog und vergleichbar sein; Unterschiede in der 
Chromosomengestalt sind also entweder auf den jeweiligen Zustand der 
Zellen oder auf physiologische oder genetische, von der Pflanze aus- 
gehende Einfliisse zuriickzufiihren. 

Eine Ausnahme bilden die Nukleolenchromosomen, deren Strukturpolymorphis- 
mus im ersten Teil dieser Serie beschrieben worden ist. Grobe Chromosomen- 
umbauten stehen in dieser Arbeit jedoch nicht zur Debatte, sondern lediglich 
solche, die sich auf den Spiralisationsgrad, die Polytinie oder die Heterochromatie 


beziehen. 


I. Das Idiogramm der Pachytinchromosomen 


Das Nukleolenchromosom ist schon in der vorhergehenden Arbeit 
beschrieben worden, so bleiben hier nur die iibrigen sechs Chromosomen 
zu besprechen. Sie sind einander im Bauplan sehr ahnlich und besitzen 
mediane oder submediane Centromeren. Zu beiden Seiten der Kineto- 
choren finden sich heterochromatische Abschnitte, die aus mehreren 
Makrochromomeren bestehen. Dazwischen finden sich hellere und 
diinnere, sehr kurze Chromonemaabschnitte. Die Grenze zwischen der 
,euchromatischen“ und der ,,heterochromatischen‘‘ Region ist nicht 
scharf, weil die GréBe der Makrochromomeren allmahlich abnimmt, bis 
die letzten schlieBlich den ,,euchromatischen‘‘ Chromomeren gleichen. 

Um die einzelnen Chromosomen zu identifizieren, wurden sie alle 
maBstabgerecht schematisiert und gerade gestreckt. Dabei stellte sich 
heraus, daB in jeder Zelle zwei gleiche oder mindestens sehr ahnliche 


Chromosomen vorkommen, die-trotz der durch das Quetschen bedingten 
39a 


Chromosoma (Ber].), Bd. 12 
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recht groBen Variation oft in den kleinsten Einzelheiten tibereinstimmen 
(Abb. 1). In dieser Abbildung sind je fiinf beliebige Zellen von 
A. canadensis und von A. longissima x glandulosa so angeordnet worden, 
daB die Chromosomen einer Zelle nebeneinanderliegen, wahrend die ver- 


Chromosom7 Chromosomen 2+3 
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Abb. 1. Chromosomenschemata von je fiinf zufallig ausgewahlten Zellen. Die gleichen 
Chromosomen verschiedener Zellen sind untereinander, die verschiedenen Chromosomen 
einer Zelle sind nebeneinander angeordnet, wobei die gleichgebauten Chromosomenpaare 
2 und 3, 4 und 5 sowie 6 und 7 ebenfalls iibereinander gezeichnet sind. Die wahrscheinlich 
homologen Strukturen wurden durch gestrichelte Linien miteinander verbunden. 
a .4. canadensis, dritte Phase, Chromosomen sehr kurz; b A. longissima x glandulosa, 
vierte Phase, Chromosomen sehr lang, Schleifenbildung infolge einer Strukturheterozygotie 
der Nukleolenchromosomen 


mutlich Homologen verschiedener Zellen untereinander gesetzt worden 
sind. Da es unméglich war, die Chromosomen 2 und 3, 4 und 5 sowie 
6 und 7 voneinander zu unterscheiden, wurden diese Paare ebenfalls 
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untereinandergesetzt, auch dann, wenn durch unterschiedliche Dehnung 
die Ubereinstimmung nicht mehr so gut war. 


Die langsten Chromosomen 2 und 3 sind metazentrisch, sie enthalten meistens 
drei Makrochromomeren und daran anschlieBend auf jeder Seite noch drei kleine 
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Abb. 1, (Fortsetzung) 


Chromomeren. Die kiirzesten Chromosomen 6 und 7 haben oft ungleich lange 
Schenkel, wobei der kiirzere mehr Heterochromatin enthalt als der laingere. Die 
drei centromernahen Makrochromomeren sind besonders groB, und auch die 
kleineren Heteromeren iibertrefferi an Zahl und GréfBe die der Chromosomen 2 
und 3. Bei den Chromosomen 4 und 5 ist die Centromerregion schwer zu erkennen, 
weil eine Reihe mittelgroBer Heterochromomeren kaum durch Einschniirungen 
gegliedert ist. In einem Teil der Zellen fanden sich Quadrivalente, die wahrschein- 
lich aus diesen beiden Paaren gebildet werden (vgl. LINNERT 1961). In den Zellen 
ohne Quadrivalent ist es schwierig, die Chromosomen 4 und 5 von 6 und 7 zu unter- 
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scheiden, denn die Charakteristika werden oft durch die Dehnung verzerrt. So ist 
die Méglichkeit nicht auszuschlieBen, daB auch die Chromosomen 6 und 7 an der 
Quandrivalentbildung beteiligt sind. 

In manchen Zellen fiel auBerdem noch eine lagemaBige Zuordnung je 
zweier morphologisch gleicher Bivalente auf. Die besonderen Merkmale 
der Chromosomen sind nicht immer deutlich, und vor allem ist die Linge 
sehr variabel. Durch unterschiedliche Dehnung der Chromosomen inner- 
halb einer Zelle kann nicht nur Symmetrie in Asymmetrie verwandelt 
werden und umgekehrt; durch Verzerrung der Heterochromeren kénnen 
sogar die kurzen, stark heterochromatischen Schenkel der Chromosomen 
6 und 7 ein euchromatisches Aussehen erhalten. Vor allem ist bemerkens- 
wert, daB manchmal die verschiedenen Chromosomen einer Zelle einander 
ahnlicher sind als die homologen Chromosomen verschiedener Zellen 
(Abb. 1). 

Trotz der groBen Variabilitat der Chromosomenlingen und der 
Chromosomenstrukturen ist die paarweise Ubereinstimmung unter sechs 
von den sieben Aguilegia-Chromosomen deutlich. Der Partnerwechsel 
und eine Art prophasischer Sekundarpaarung machen es wahrscheinlich, 
da8 ein Genom aus je drei Paaren homologer oder mindestens homéologer 
Chromosomen aufgebaut ist. 


II. Qualitative Unterschiede zwischen den Chrumosomen 
verschiedener Pflanzen 


Uber die im vorigen Kapitel beschriebene Variabilitat hinaus fanden 
sich auch qualitative Unterschiede in der Chromosomengestalt, die da- 
durch hervorgerufen werden, daB8 die Chromosomenenden distinkt oder 
diffus, die Chromonemata dunkler oder heller, der Abstand zwischen 
den Homologen gréBer oder kleiner ist sowie durch das Vorhandensein 
oder Fehlen von Mikrochromomeren (Abb. 2—6). So lieBen sich vier 
Arten von Zellen unterscheiden, die bestimmte Eigentiimlichkeiten ge- 
meinsam haben: 


1. ,,Stummelchromosomen‘‘. Nur die proximalen heterochromatischen Regionen 
sind deutlich sichtbar und gut gefirbt (Abb. 2). Das Nukleolenchromosom ist, 
seiner heterochromatischen Natur entsprechend, fast immer vollkommen deutlich 
bis zu den Enden hin zu erkennen. Die euchromatischen Arme sind so fein und blaB, 
daB sie sich nicht von den granularen Strukturen des Plasmas abheben. Das Hetero- 
chromatin ist blasser und deutlicher eingeschniirt als in anderen Priiparaten, oft 
sogar nicht tiefer gefairbt als die euchromatischen Regionen der vierten Klasse. 

2. Lange diffuse Enden. Die Chromosomen dieses Typs sind linger als die des 
ersten und lassen im Anschlu8 an das Heterochromatin euchromatische Chromo- 
somenarme in variierender Lange erkennen (Abb. 3). Sie sind jedoch sehr blaB, die 
Chromosomenenden sind undeutlich und diffus. 

3. Chromosomenenden deutlich. Euchromatische wie heterochromatische 
Chromosomenabschnitte sind in ihrer ganzen Linge deutlich sichtbar, die Enden 
meistens gut zu erkennen (Abb. 4). Das proximale Heterochromatin hebt sich 
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durch kraftige Farbung vom 
Euchromatin ab, die Heterochro- 
momeren nehmen gegen das Eu- 
chromatin hin allma:.lich an Farb- 
intensitét, Dicke und Lange ab. 
Die beiden Chromosomen eines 
Paares liegen dicht beisammen, 
ihre sich iiberdeckenden Spiral- 
windungen scheinen ziemlich eng 
zu sein; chromomerenahnliche 
Gebilde sind im Euchromatin 
kaum wahrnehmbar. 

4. Auftreten einer Chromo- 
merenstruktur. In ziemlich regel- 
maBigen Abstiinden sind paarige 
Knoten iiber die ganzen Chromo- 
somen verteilt, es ist die typische, 
klassische Chromomerenstruktur, 
die wir von anderen Objekten 
kennen. Die euchromatischen 
Chromosomenabschnitte sind jetzt 
ebenso kraftig gefirbt und struk- 
turiert wie die heterochromatischen 
Chromosomenabschnitte des ersten 
und zweiten Typs. Hierbei handelt 
es sich offenbar um das Ubergangs- 
stadium zwischen Pachytén und 
Diplotin, denn beide Stadien 
wurden in denselben Praparaten 
gefunden (Abb. 5 und 6). 


Alle Zellen wurden im 
Hinblick auf diese vier Er- 
scheinungsformen des Pachy- 
tins bonitiert. Dabei zeigte 
es sich, daB zwar der erste 
und zweite Typ, die sich nur 
in der Lange der diffusen Chro- 
mosomenabschnitte  unter- 
scheiden, manchmal im selben 
Priparat vorkommen, und 


Abb. 2. Erste Phase, A. buergeriana 

x glandulosa (14/3). Nur die hetero- 

chromatischen Segmente sind deutlich 

zu erkennen. Vergr. der Abb. 2—6 
2800mal 





Abb. 3. Zweite Phase, A. buergeriana x canadensis (15/3). Euchromatische Segmente sind 
teilweise sichtbar, enden aber diffus. Quadrivalent 


Abb. 4.: Dritte Phase, 4. glandulosa. Endigungen deutlich, Chromosomen ohne deutliche 
Chromomeren, Schleifenbildung der Nuklec 


Chromosoma (Berl.), Bd. 12 39b 
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auch Zellen des dritten und vierten Typs treten zuweilen gleich- 
zeitig auf; abgesehen von diesen wenigen Ubergangen gleichen sich aber 
die Zellen einer Pflanze im allgemeinen, auch dann, wenn mehrere 
Praparate, also mehrere Antheren untersucht worden sind. Leider wurde 
wahrend der Arbeit nicht vermerkt, aus wie vielen Knospen die Antheren 
stammten; deshalb kann die beobachtete Einheitlichkeit der Zellen einer 
Pflanze auch auf der Einheitlichkeit einer Knospe beruhen, wenn, wie 
es meistens geschehen ist, von einer Pflanze nur eine einzige Knospe 








6 


Abb. 5. Vierte Phase, einzelne Zelle mit Chromomerenstruktur aus A. buergeriana x 
: canadensis. B-Chromosomen 


Abb. 6. Vierte Phase, A. longissima x canadensis (8/1). Deutliche Chromomerenstruktur 


a 


untersucht worden ist. Die verschiedenen Pflanzen einer Art oder 
Bastardkombination haben dagegen meistens verschiedene Chromo- 
somen. 

So fanden sich stummelférmige Chromosomen in den Zellen der Pflanze 14/3 
aus A. buergeriana x glandulosa, dagegen gehorten die Zellen der Pflanze 14/5 zum 
zweiten Typ mit langen diffusen Enden. In der Kreuzung A. longissima x glandu- 
losa hatte die Pflanze 10/9 stummelférmige Chromosomen, Pflanze 10/5 hatte 
Chromosomen mit diffusen Enden und Pflanze 10/1 besaB lange Chromosomen mit 
deutlichen Enden und Chromomeren. Die beiden Pflanzen der Kreuzung A. glandu- 
losa x calcarata representierten Typ 1 und Typ 4 (Tabelle 1). 

Diese Verschiedenheit von Geschwisterpflanzen sowie das Vorkom- 
men von Ubergangen legen den Gedanken nahe, daB es sich bei den oben 
beschriebenen Pachytantypen 1—4 um kontinuierlich aufeinanderfolgende 
Entwicklungsstadien handelt, die von allen Zellen wihrend des Pachytans 
durchlaufen werden. Merkwiirdig ist daran der unerwartete Synchronis- 
mus, der anzeigt, daB sich die Antheren einer Knospe stets in der gleichen 
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Tabelle 1. Die Zuordnung der Einzelpflanzen (Knospen) zu den morphologisch 
unterscheidbaren Pachytéinphasen 




















Phase 1 Phase 2 Phase 3 Phase 4 
A. glandiilosa. . 2... 1... — a g/l — 
A.canadensis ...... -- — e/1 -- 
A. longissima X canadensis . — 8/1 — 8/0 
A. longissima x glandulosa . 10/9 10/5 — 10/1 
A. canadensis x glandulosa — _ 12/1, 2, 4 12/0 
A. buergeriana Xx glandulosa 14/4 14/5 —_ — 
A. buergeriana < canadensis — 15/2, 3, 6, _- 

15/13, 16, 17 

A. glandulosa x calcarata . — — _ 21/1 
A. glandulosa x vulgaris . . — -- — ' 22/2, 3 


Phase des Pachytans befinden. Da die kurzdauernden Stadien vom 
Diplotan bis zur Tetrade oft in einer Knospe gemeinsam gefunden wur- 
den, 1a8t sich die Gleichartigkeit der Antheren wahrend des Pachytans 
nur dann erklaren, wenn man annimmt, daB jede der vier unterscheid- 
baren Phasen des Pachytins langer oder mindestens ebenso lange dauert 
wie die Entwicklung vom Diplotan bis zur fertigen Tetrade. Diese An- 
nahme 1a8t sich vertreten, denn es ist bekannt, daB das Pachytan in der 
Regel mehrere Tage dauert. 

Eine Artspezifitat scheint sich darin abzuzeichnen, da8B die morpho- 
genetischen Vorginge, die die vier Phasen pragen, verschieden lange 
dauern. Es fallt z. B. auf, daB alle Bastarde, bei denen A. buergeriana 
Mutter ist, diffuse Enden hatten, obwohl gerade von der Kreuzung 
A. buergeriana x canadensis mehr Pflanzen untersucht worden sind als 
von allen anderen Formen. Zudem fand sich in einem der Praparate 
eine einzelne Zelle mit Chromomerenstruktur, die fiir die vierte Phase 
charakteristisch ist (Abb. 5). Das deutet darauf hin, daB bei diesen 
Bastarden die dritte Phase iibersprungen wird, weil die Chromosomen- 
enden besonders lange diffus bleiben. Bei A. buergeriana selbst scheint 
dieser Zustand bis in das Diplotian hinein zu dauern, und das diirfte die 
Ursache dafiir sein, daB diese Form tiberhaupt nicht analysierbar war. 
Ihre Kerne waren stets eng verknauelt, einzelne Chromosomen nicht zu 
erkennen. 


III, Die Variabilitat der Chromosomenlinge 


Die Lange der Chromosomen und die ihrer euchromatischen und 
heterochromatischen Anteile zu bestimmen war aus verschiedenen 
Griinden nicht ganz so einfach. 

So erwies es sich als unméglich, die Heterochromomeren zu messen 
oder zu zahlen, weil sie durch Krimmung, Uberlagerung und Spirali- 
sation der Chromosomen oft ineinander geschoben und verdeckt werden 
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Auch die Lange der Chromonemata konnte nicht direkt gemessen werden, 
weil nur selten alle Spiralwindungen zu erkennen sind. Die einzige meB- 


Tabelle 2a. Die durchschnittliche Gesamtlinge der Chromosomen einer Zelle: 
Die deutlich sichtbaren Chromosomenabschnitte 



































1. Phase 2. Phase 3. Phase 4. Phase 
Ver- 
met liner || # [ee[=| + [eter|~| + [eter[=| 4 
g 1 9 | 631,4 
c 1 7 | 478,6 
8 1 9 | 530,8 0 12 | 620,4 
10 9 3 | 382,7 D 7 | 455,9 1+ 11/13 | 680,8 
12 1—4 | 15] 537,2 0 5 | 508,4 
14 3 11 | 366,2 5 17 | 532,7 
15 2 10 | 497,8 | 3/61 | 11 | 634,8 
3 12 | 476,2 13 528,2 
16 5 | 626,8 
17 | 18] 607,4 
21 3 7 | 433,9 1 20 | 764,8 
22 | 2 | 8] 681,8 
































1 Die Pflanzen Nr. 13, 16 und 17 und das sechste Praparat der Pflanze Nr. 3 
wurden auf Grund ihrer Chromosomenlinge in die dritte Phase eingeordnet, ob- 
wohl sie diffuse Enden hatten. Siehe Text! 


P-Werte: 


14/3 gegen 21/3: PXO0,28 10/1 gegen 8/0: P0,15 
c/l gegen 22/2 P< 0,0027 21/1 gegen 8/0: PZ0,07 
15/3/6 gegen 15/3/1—4: P230,0035 10/1 gegen 12/0: P2V0,002 
g/l gegen c/l: P< 0,003 21/3 gegen 14/5: P70,1 


14/3 gegen 14/5: PZ0,1 


Tabelle 2b. Die Lange der heterochromatinhaltigen Abschnitte 




















= 1. Phase 2. Phase 3. Phase 4. Phase 
er- 
mn |+| + (ee l«| ¢ fle! « [Ela s 
g 1 | 9] 247,3 
c 1 7 | 225,3 
8 1 9 | 277,6 0 12 | 265,3 
10 9 3 | 217,7 5 7 | 259,9 1—11 | 13 | 369,2 
12 1—4 | 15 | 255,9 0 5 | 240,0 
14 3 11 | 241,2 5 17 | 280,1 
15 2 10 | 275,0 | 3/6 | 11] 288,6 
3 12 | 279,1 13 5 | 267,2 
16 5 | 255,8 
17 118] 307,0 
21 3 7 | 298,1 1 20 | 323,6 
22 2 8 | 309,3 





























bare GréBe ist also die Linge eines gepaarten und spiralisierten Bi- 
valentes entlang einer gedachten Linie, die etwa seiner Achse entspricht. 


Cytologische Untersuchungen an Aquilegia. II 595 


Auch dieses Vorgehen enthalt als Fehlerquelle unter anderem das diffuse 
Enden der Chromosomen in manchen Stadien. Deshalb wurden alle 
Bivalente in deutlich erkennbare Abschnitte und in diffuse Abschniitte 
fraglicher Natur unterteilt. 


Die heterochromatischen Partien gegen die euchromatischen abzugrenzen war 
ebenfalls schwierig und unsicher, denn die Grenze zwischen Euchromatin und 
Heterochromatin ist nicht scharf. Dazu kommen die Veranderlichkeit der Farbungs- 
intensitét im Verlauf der vier Phasen des Pachytans sowie durch die Dehnung 


Tabelle 2c. Die Gesamtlinge einschlieBlich der diffusen Enden 






































= 1. Phase 2. Phase 3. Phase 4. Phase 
Jer- 
oe Azote |* |, 7, (aot be 44 toed ©. kent ba? 
g 1 9 | 641,3 
c sie 7 | 489,4 : 
8 1 9 | 657,0 0 12 | 621,8 
10 9 3 | 460,0 5 7 | 573,6 1—11 | 13 | 698,8 
12 1—4 | 15] 560,8 0 5 | 520,6 
14 3 11 | 568,1 5 17 | 677,1 
15 2 10| 749,9 | 3/6 | 11) 744,6 
3 12 | 734,0 13 5 | 679,2 
16 5 | 698,6 
17 | 18] 783,2 
21 3 7 | 461,0 2 20 | 788,3 
22 2 8 | 704,1 











Tabelle 3. Die mittlere Chromosomenldnge pro Zelle wihrend der verschiedenen 











Pachytdénphasen 
1. Phase 2. Phase 3. Phase 4, Phase 
n=21 n = 55 n=70 n= 58 
Deutliche Abschnitte . . .. 391,09 503,87 583,51 682,55 
P<0,0027 P<0,0027 P< 0,0002 


Heterochromatische Ab- 


Scnmitte (27. ek ss 244,43 275,95 270,8 312,59 
PA0,24 
Diffuse Abschnitte . ... . 125,86 182,42 84,89 16,53 
Gesamtlinge ..:.... 516,95 | 686,29 668,4 699,09 
P< 0,0002 











beim Quetschen der Praiparate und die Schattenwirkungen durch gelegentliche 
értliche Unscharfe, wenn nicht alle Chromosomen genau in einer Ebene liegen. 
Es wurde deshalb versucht, den Punkt zu bestimmen, an dem die Farbungsintensitat 
entlang eines Bivalentes eine abrupte Verainderung erfahrt. Das Ma8 der Hetero- 
chromatinlainge ist also subjektiv; denn in der ersten und zweiten Phase des 
Pachytiins sind die heterochromatischen Regionen nicht intensiver gefarbt als die 
,euchromatischen“ Regionen in der dritten und vierten Phase. Aus diesen Griinden 
wurden bei den folgenden Vergleichen die Linge der diffusen Abschnitte und der 
heterochromatischen Regionen nur zur Erginzung mit herangezogen. Das Haupt- 
augenmerk galt der Linge der deutlich sichtbaren Chromosomenabschnitte. 
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Prinzipiell wurden nur solche Zellen ausgewertet, deren sieben Bi- 
valente vollstandig zu erkennen waren, um die methodischen Fehler 
méglichst niedrig zu halten. Es ist anzunehmen, da die durch unter- 
schiedliche Dehnung der Bivalente einer Zelle bedingte Variabilitat zum 
Teil ausgeglichen wird, wenn man die Gesamtchromosomenlange einer 
Zelle bestimmt. Die MeBwerte wurden nach Einzelpflanzen gruppiert 
und daraus der Durchschnitt errechnet. Wenn von einer Pflanze nur 
einzelne Zellen erhalten worden waren, wurden diese zu einer Pflanze 
mit derselben Phase und mit Me8Bwerten im gleichen Streuungsbereich 
dazugeschlagen. 

Auf diese Weise ergaben sich bei den Pflanzen 14/3, 10/9 und 21/2, 
deren Zellen sich in der ersten Phase befanden, auBerst niedrige Werte 
fiir die deutlich sichbaren Chromosomenabschnitte, namlich 366,2 bzw. 
382,7 bzw. 433,9 mm Gesamtlange pro Zelle bei dem gewahlten 4000- 
fachen VergréBerungsmaBstab. In der zweiten Phase waren die Werte 
durchwegs héher, entsprechend der zunehmenden Kondensation der 
euchromatischen Segmente (455,9—607,4 mm). Die groBe Streuung geht 
vor allem auf das Konto des Bastardes A. buergeriana x canadensis, der, 
wie schon im vorigen Kapitel auseinandergesetzt worden ist, méglicher- 
weise nicht normal ist, weil bei ihm das diffuse Enden der Chromosomen 
langer beibehalten wird als bei den iibrigen Formen. Deshalb offenbar 
sind die Unterschiede zwischen manchen Pflanzen signifikant, und ein- 
mal wurde sogar eine signifikante Differenz der durchschnittlichen 
Chromosomenlinge zwischen verschiedenen Praparaten einer Pflanze 
gefunden (die Praparate 1—4 der Pflanze 15/3 haben einen Durchschnitt 
von 467,3 mm, das sechste Priparat dagegen 634,8mm, P =0,0035). 
Es ist also wahrscheinlich, daB die Pflanzen mit zwar diffusen Enden, 
aber extrem langen Chromosomen: 15/13, 15/16 und 15/17 sowie das 
sechste Praparat der Pflanze 15/3, sich tatsaéchlich schon in der dritten 
Phase des Pachytans befunden haben. Diese Phase zeichnet sich namlich 
durch eine weitere Langenzunahme der deutlich erkennbaren Chromo- 
somenabschnitte aus, die diffusen verschwinden fast véllig. Die durch- 
schnittlichen Langen der Pflanzen g/1, c/l und 12/1—4 liegen bei 
631,4 mm 487,6mm und 537,2mm. In der vierten Phase, die schon 
Uberginge zum Diplotan zeigt, sind die Chromosomen am langsten, die 
Durchschnittswerte dieser Phase schwankten zwischen 508,4mm und 
764,8 mm (Tabelle 2a). 

Fa8t man alle Pflanzen, die einer der vier oben definierten Klassen 
angehéren, zusammen, wobei die bezeichneten Pflanzen des A. buer- 
geriana X canadensis-Bastardes zur dritten Klasse gerechnet werden, und 
vergleicht die vier Gruppen miteinander, so sieht man noch deutlicher, 
daB die Lange der deutlich sichtbaren Chromosomenteile von Phase 1—4 
fortlaufend sehr stark zunimmt. Die Unterschiede zwischen den Mittel- 
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werten 391,1 mm, 503,5 mm, 583,5 mm und 683,6 mm sind mit Wahr- 
scheinlichkeiten P< 0,0027 sehr gut gesichert (Tabelle 3). 

Vergleicht man die gesamte Chromosomenlange einschlieBlich der diffusen Ab- 
schnitte, dann sind die Unterschiede nicht mehr so groB, aber die Chromosomen 
der vierten Phase sind auch dann noch am lingsten. Nur zwischen der ersten und 
zweiten Phase besteht eine mit P<0,0002 gesicherte Differenz. Das hat seinen 
Grund darin, daB in dieser Phase das Euchromatin noch feiner ist als bei allen 
anderen. Die Lange der heterochromatischen Segmente ist in den Phasen 1—3 
ungefahr gleich, in der vierten Phase scheinen die Chromosomen mit 312,6 mm 
gegeniiber der dritten Phase mit 270,8mm, P=0,0027, mehr Heterochromatin 
zu enthalten als alle andern Phasen. 

Die kontinuierliche Zunahme der Chromosomenlange von der ersten 
bis zur vierten Phase ist ein weiterer Beweis dafiir, daB es sich dabei um 
Stadien einer fortlaufenden Entwicklung handelt. Wenn sich aber im 
Laufe des Pachytaén Formungsprozesse abspielen, die eine Zunahme der 
Chromosomenlinge bewirken, dann sind eventuelle genetisch bedingte 
Unterschiede zwischen verschiedenen Arten und Bastarden nur schwer 
nachzuweisen. Man darf nur Zellen gleichen Pachytanalters miteinander 
vergleichen. Das ist vielleicht méglich, wenn man die durch ihre Chromo- 
merenstruktur morphologisch am besten definierbare 4. Phase heraus- 
greift, vorausgesetzt, daB diese Struktur bei allen Formen zur gleichen 
Zeit auftritt und daB die ,,Chromomerenphase“ so kurz ist, daB sich 
wahrend ihrer Dauer keine nennenswerten Langeninderungen mehr 
volliziehen. 

Vergleicht man die durchschnittlichen Chromosomenlangen der Pflanzen, deren 
Zellen sich in der vierten Phase befunden haben, miteinander, dann finden sich 
tatsichlich betrichtliche Differenzen zwischen ihnen. Am langsten waren die 
Chromosomen der Pflanze 21/1 (A. glandulosa x calcarata) mit 764,83 mm, am 
kiirzesten die der Pflanze 8/0 (A. longissima x canadensis) mit 620,4 mm und der 
Pflanze 12/0 (A. canadensis x glandulosa) mit sogar nur 508,4 mm. Der Bastard 21 
hatte aber nicht nur wahrend der vierten Phase die langsten Chromosomen, sondern 
schon wahrend der ersten Phase: Pflanze 21/1 hatte mit 433,9 mm die langsten 
Chromosomen innerhalb ihrer Kategorie. Zugleich besaBen beide Pflanzen die 
lingsten heterochromatischen Segmente. Umgekehrt sind die Chromosomen der 
leider nur durch ein Priparat vertretenen A. canadensis extrem kurz. Mit einem 
Mittelwert von 487,6 mm Gesamtlange rangieren sie weit unter den andern Pflanzen 
der dritten Phase, mit einem P = 0,003 unterscheiden sie sich z. B. von der Pflanze 
A. glandulosa (% = 631,8 mm). 

So scheinen also die Chromosomenlangen bei den einzelnen Arten und 
Artbastarden verschieden zu sein. Da sich jedoch die 204 mit vieler Miihe 
erhaltenen Zellen auf vier verschiedene Stadien verteilen und deshalb 
nicht ohne weiteres miteinander vergleichbar sind, ist das untersuchte 
Material noch sehr klein. Es scheint, als ob A. canadensis die kiirzesten 
Chromosomen hatte und A. glandulosa x calcarata die langsten, aber mit 
absoluter Sicherheit kann das Walten des Zufalls nicht ausgeschlossen 


werden. 
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D. Diskussion 

Auf der Suche nach genetisch bedingten Zustandsinderungen der 
Chromosomen, die etwa durch Steuerung des Spiralisationsgrades, der 
Heterochromatie oder der Polytanie kontrolliert werden kénnten, wurde 
zundchst etwas ganz anderes gefunden: Es stellte sich heraus, daB 
Pachytan nicht gleich Pachytan ist, sondern da8 sich innerhalb dieses 
Stadiums vier Phasen morphologisch unterscheiden lassen. Daraus er- 
gibt sich zunachst die Aufgabe, die einzelnen Prozesse zu analysieren, 
deren Effekte dabei sichtbar werden. Uber die Phasenvariabilitat hinaus 
bleibt aber noch ein Rest einer Variation tibrig, die vielleicht die Folge 
einer Artspezifitaét sein kénnte. 


I. Die stofflichen und mechanischen Verinderungen der Chromosomen 
wihrend des Pachytins 


Man kann die morphologischen Veranderungen der Chromosomen 
wahrend des Pachytans auf mehrere Grundvorgange zuriickfiihren. So 
ist (1.) mit fortschreitendem Stadium eine Zunahme des Chromonema- 
durchmessers zu konstatieren. In der friihesten Phase ist bei Aquilegia 
das Euchromatin tiberhaupt nicht sichtbar, weil offenbar die Dicke der 
Faden unterhalb der Grenze der optischen Auflésungsfaihigkeit liegt. 
(2.) Besteht ein Gefdlle der Fadendicke und Farbungsintensitét vom Centro- 
mer zu den Chromosomenenden hin. Darum sind zunachst nur die 
proximalen Regionen deutlich. Mit zunehmendem Alter der Zellen 
riicken, nach den Enden hin fortschreitend, immer langere Strecken in 
den mikroskopisch sichtbaren Bereich, und damit hangt die scheinbare 
Zunahme der Chromosomenlinge wahrend der beiden ersten Phasen 
zusammen. Hine echte Langenzunahme findet jedoch zwischen der 
dritten und vierten Phase statt; sie wird wahrscheinlich durch (3.) die 
Auflésung und Streckung der gréBeren, oft deutlich sichtbaren Spirale be- 
wirkt. AuBerdem ist (4.) eine Substanzvermehrung in den heterochro- 
matischen und euchromatischen Chromomeren zu beobachten, die dadurch 
an Zahl wie an GréBe zunehmen. 

Die Zunahme des Chromonemadurchmessers 14Bt sich auf zweierlei 
Weise erkliren. Es kénnten farbbare Substanzen auf die Chromonemata 
aufgelagert werden; aber es ist unwahrscheinlich, daB in diesem Stadium 
noch eine Vermehrung der DNS stattfindet. Alle DNS-Messungen an 
Meiosisstadien anderer Objekte haben gezeigt, daB die DNS-Synthese 
allein wihrend der Interphase oder im Praleptotin erfolgt (PLaut 1953, 
Sparrow, Mosss und STEELE 1952, TayLor 1953, Swirr 1950). So 
ist nicht anzunehmen, daB Aquilegia darin eine Ausnahme macht. Eine 
homogene Zunahme des Chromonemadurchmessers laBt sich aber dann 
durch Spiralisation erklaren, wenn man annimmt, daB bei Aquilegia das 
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Chromonema im friihen Pachytaén submikroskopische Dimensionen hat 
und durch Spiralisation einen scheinbar glatten, mikroskopisch gerade 
noch sichtbaren Faden bildet. Wenn dieser Vorgang, in der proximalen 
Region beginnend, nach den Enden hin fortschreitet, so wire damit das 
scheinbare Langenwachstum der Chromosomen und das Gefialle der 
Farbbarkeit und Fadendicke hinreichend erklart. Etwas grundsatzlich 
anderes mu8 jedoch der Vergr6Berung der Chromomeren zugrundeliegen, 
die waihrend der letzten Phase sehr stark ist. Man kénnte auch dieses 
Phanomen mit Spiralisation erklaren, wenn man annaihme, daB die oben- 
erwahnte Mikrospirale soweit an Durchmesser zunahme, daB ihre Spiral- 
windungen sichtbar wiirden und durch Verschmelzen chromomeren- 
artige Knoétchen bildeten. Allein, dann miiBte eine negative Korrelation 
zwischen der Chromosomenliange und der Fadendicke bestehen. Das ist 
jedoch nicht der Fall. Es ist umgekehrt: Wenn die auffallende, strick- 
Jeiterférmige Chromomerensiruktur auftritt, sind die Chromosomen am 
lingsten. So bleibt nur die Annahme einer Substanzvermehrung als 
Erklarung fiir die Vergr6Berung und Vermehrung der Chromomeren in 
der vierten Pachytaénphase. DNS-Vermehrung kann es nicht sein, also 
bleibt keine andere Erklaérung als die durch An- oder Hinlagerung 
sekunddrer Substanzen, wie RNS oder Histonen an bestimmte, dafiir vor- 
gebildete Chromosomenorte. 

Fir diese Annahme spricht die immer wieder gemachte Beobachtung, daB der 
dem Nukleolus attachierte Heterochromatinkomplex immer besonders umfang- 
reiche amorphe Massen enthialt. In solchen Zellen, in denen der Nukleolus-Organi- 
sator gelegentlich vom Nukleolus abgetrennt ist, ist diese Chromosomenregion viel 
schlanker und stirker gegliedert als sonst. Umgekehrt kénnen auch normale 
Chromosomen massige, amorphe Teile enthalten, wenn sie gelegentlich dem 
Nukleolus anliegen. So liegt der Gedanke nahe, daB bestimmte Stoffe vom 
Nukleolus auf die Chromosomen iibergehen und sich am Heterochromatin anlagern. 
Dadurch vergréBern sich die heterochromatischen Chromomeren und dariiber 
hinaus erscheinen auch im Euchromatin kleine ,,Chromomeren‘ neu, die vielleicht 
vorher schon vorhanden, aber sehr klein waren. Die Tatsache, daB diese distalen 
,,Chromomeren“ ihre Masse in der nimlichen Weise vergréBern wie die hetero- 
chromatischen, ist ein Beweis mehr fiir schon die friiher geéuBerte Vermutung, daB 
alle Chromomeren, soweit es sich nicht um Sinnestiéuschungen handelt, hetero- 
chromatische Strukturen seien (LinNERT 1955, OEHLKERS und EBERLE 1957). 

Am einfachsten ist die Verlingerung der Chromosomen wahrend der 
letzten Phase des Pachytins zu erklaren: Durch Auflésung und Streckung 
der gr6Beren, zuweilen sichtbaren Spirale ergibt sich natiirlich eine Ver- 


langerung des ganzen Bivalentes. 


II. Die Einfliisse des Genotyps auf die physiologischen Vorgdnge 
wihrend des Pachyttins 
In den Zellen des Pachytiins herrscht eine vielfaltige physiologische 
Aktivitat, die sicher von auBeren und inneren Bedingungen abhangig ist. 
So wird die Chiasmabildung durch den Genotyp ebenso wie durch die 
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verschiedensten physiologischen Einfliisse geférdert oder gehemmt, wie 
besonders die Arbeiten der Oehlkers-Schule gezeigt haben. Geno- 
typische Kontrolle der relativen Haufigkeiten ausgebreiteter und ver- 
klumpter Zellen konnte beim Mais beobachtet werden, wo sich Inzucht- 
linien in dieser Hinsicht unterscheiden, wahrend ihre Bastarde ein inter- 
mediares Verhalten zeigten (WELLWooD und RANDOLPH 1957). Deshalb 
kann man sich ohne weiteres vorstellen, daB duBere und innere Be- 
dingungen auch auf die Stoffwechsel- und Spiralisationsvorgange der 
Chromosomen einwirken. Dazu kénnte eine Anderung der Geschwindig- 
keit und Dauer der Prozesse oder auch eine quantitative Verschiebung 
in der Produktion bestimmter Substanzen gehéren. Solche Einfliisse 
werden vorausgesetzt, um die Higentiimlichkeiten mancher Agquilegia- 
Formen erklaren zu kénnen. 

Ein artspezifischer EinfluB auf die zeitliche Ausdehnung des Spiralisations- 
vorganges scheint sich darin zu éuBern, daB bei A. bwergeriana und ihren Bastarden 
die Phase der diffusen Enden linger dauert als bei andern, weil offenbar die 
Bildung der Kleinstspirale besonders langsam voranschreitet. Damit wird zugleich 
das Kondensationsgefalle verringert. Wahrend der dritten und vierten Phase 
scheint eine Spezifitat in bezug auf die Dimensionen der gréBeren Spirale zu be- 
stehen, die zur Verkiirzung der Chromosomen von A. canadensis, zur Verlangerung 
bei A. glandulosa und A. longissima x glandulosa fihrt. Es ist auch méglich, daB 
die Produktion sekundirer Substanzen in der Zelle, z. B. von RNS oder Histonen 
quantitativ gesteuert wird. Das wiirde sich auf die.GréBe der Heterochromomeren 
auswirken, die jedoch ohne besondere Hilfsmittel schwer zu messen ist; jedoch 
scheint sich derartiges in der Verliangerung der heterochromatischen Region ab- 
zuzeichnen, die bei dem letztgenannten Bastard gefunden worden ist. Es ist auch 
zu tiberlegen, ob bei dieser Form der Polytiniegrad héher sein kénnte als bei den 
anderen, woraus wiederum die Streckung der gréBeren Spirale und die erhéhte 
Substanzeinlagerung in die Chromomeren resultieren kénnte. 

Unterschiede im Polytaniegrad verwandter Arten wurden durch 
DNS-Messungen schon 6fter nachgewiesen (ALFERT und BALAMUTH 1957, 
HuGuHEsS-ScHRADER 1957, HuGurs-ScHRADER und ScHRADER 1956, 
ANSLEY 1957, Mirsky und Ris 1951). Auf Grund der bisherigen Ver- 
suche kénnen wir vorlaufig nichts anderes auBern als mehr oder weniger 
begriindete Vermutungen. Es wiirde sich aber vielleicht lohnen, diese 
Fragen mit anderen Methoden weiter zu verfolgen. 


III. Die Natur des Heterochromatins und der Chromomeren 


In neuerer Zeit sind einige Zweifel an der Natur der Chromomeren 
als eigentlicher Chromosomensubstanz und damit als Sitz der Gene ge- 
aéuBert worden. OEHLKERS und EBERLE (1957) fanden bei Bellevalia 
schon im Ruhekern eine Spirale, die sich wahrend der folgenden Stadien 
vergroBert. Wenn ihre Windungen durch schlechte Fixierung knétchen- 
artig verschmelzen, kénnen sie eine Chromomerenstruktur vortauschen. 
Lima-DE-F arta (1954) und Lima-pz-Farta et al. (1959) fanden, daB die 
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Zahl der Chromomeren nicht konstant ist, sondern in verschiedenen 
Stadien schwankt. Sie a4uBern sich nicht naher iiber die Ursache dieser 
Schwankung, aber man darf wohl annehmen, da8 hier die Windungen 
von Spiralen verschiedener GréBe als Chromomeren erscheinen. Die 
Pachytanuntersuchungen an Salvia (LINNERT 1955) machten dreierlei 
Griinde fiir die Beobachtung von Chromomeren verantwortlich : die Ver- 
schmelzung von Spiralwindungen zu kleinen Knétchen, die Uber- 
schneidungen und Schatten der gréBeren Pachytanspirale und schlieBlich 
kleine Portionen von Heterochromatin, die iiber das ganze Chromosom 
verteilt sein kénnen. Auch elektronenmikroskopische Untersuchungen 
(Ris 1952 und 1955) geben Hinweise auf die Identitaét von Hetero- 
chromatin ynd Chromomeren, denn beide Strukturen bestehen aus 
Elementarfibrillen gleichen Durchmessers wie das Euchromatin, sie sind 
lediglich, im Heterochromatin genauso wie in den Chromomeren, stark 
verknauelt; kénnte man sie lebend beobachten, wiirde man wahrschein- 
lich eine regelmaBige Spirale finden. 

Bei Aquilegia treten ,,euchromatische‘‘ Chromomeren erst wahrend 
der letzten Phase des Pachytins auf, vorher sind lediglich die Hetero- 
chromomeren zu sehen. Substanzauf- oder -einlagerung ist die wahr- 
scheinlichste Erklarung fiir die VergréBerung der euchromatischen wie 
der heterochromatischen Chromomeren. Man kann also keinen anderen 
Unterschied zwischen den beiden Chromatinen sehen als einen quanti- 
tativen. Demnach sind alle echten Chromomeren heterochromatische 
Chromosomensegmente, die prinzipiell tiber die ganzen Chromosomen 
verstreut sind. In der proximalen Region sind sie am langsten, gegen die 
Enden zu werden sie immer kiirzer. In der letzten Phase des Pachytans 
werden in verstérktem MaBe sekundare Substanzen eingebaut, die alle 
Chromomeren so stark vergréBern, daB man nun auch die kleineren 
unter ihnen deutlich sehen kann. 

Wenn man annimmt, daB die Menge und die Verteilung der sekun- 
daren Heterochromatinsubstanzen genetisch gesteuert wird, dann ergibt 
sich damit ein Mechanismus, mit dem man die Entstehung verschiedener 
Formen von Heterochromatie bzw. die Umwandlung der einen in eine 
andere, die waihrend der Phylogenie zweifellos stattgefunden haben 
miissen, erklaren kann. Man kann kaum annehmen, daB z. B. bei der 
Umwandlung einer Form mit proximalem Heterochromatin in eine solche 
mit verteiltem die Chromosomen in lauter kleine Stiickchen zerbrochen 
sind und sich dann wieder nev zusammengesetzt haben; vielmehr ist an- 
zunehmen, daB die Langsstruktur der Chromosomen prinzipiell unver- 
sehrt geblieben ist. 

Die Entstehung der verschiedenen Kerntypen der Heterochromatie 
kann also auf folgende Weise erklart werden: Alle Chromosomen ent- 
halten potentielles Heterochromatin, das in gréBter Dichte in der Nahe 


Chromosoma (Berl.), Bd. 12 40. 
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der Centromere gehauft ist, sich aber tiber das ganze Chromosom verteilt. 
In Abhangigkeit vom genetischen Milieu und vom Stadium erhalten 
diese Segmente Substanzauflagerungen in verschiedenem AusmaB, die 
erst ihren cytologisch definierbaren heterochromatischen Charakter her- 
vorbringen. Kleinere distale Partien werden zu Chromomeren. Durch 
starke Auflagerung amorpher Massen auf groBere Segmente potentiellen 
Heterochromatins wird die Entspiralisation im Ruhekern verhindert, und 
es bilden sich die Chromocentren. Auch die Tendenz zu unspezifischem 
Paaren mag erst durch sekundare Auflagerung von Histonen entstehen. 
ANSLEY (1957) fand, daB somatische Paarung erst dann eintritt, wenn 
DNS und Histone in einem bestimmten Mengenverhdltnis stehen. 

Der Mechanismus der Substanzauflagerung kénnte derart gesteuert 
werden, da8 entweder nur die proximale Region bedacht wird; in diesem 
Fall entsteht ein starkes Gefalle vom Centromer gegen das Ende hin. 
Oder das Gefalle ist flach, dann erstrecken sich die cytologisch als Hetero- 
chromatin definierbaren Regionen iiber gréBere Strecken. Ist das 
Heterochromatin in gleichen relativ kleinen Portionen tiber das Chromo- 
som verteilt, dann entsteht das Bild scheinbar rein euchromatischer 
Chromosomen. 

Wenn diese Deutung richtig ist, dann sind also die Chromomeren 
nicht die Trager der Gene, sondern vielmehr, da heterochromatisch, also 
inerte Regionen mit vorwiegend zellphysiologischen Funktionen. 


IV. Der Vergleich der Aquilegia-Chromosomen mit den Chromosomen 
anderer Arten 


Die Pachytaénchromosomen von Aquilegia scheinen in mancher Hin- 
sicht ein Sonderverhalten zu zeigen, das nicht mit den allgemein tiblichen 
Vorstellungen von der Pachytanstruktur tibereinstimmt. Allein, bei ge- 
nauer Betrachtung finden sich in der Literatur manche entsprechenden 
Angaben, die nur meistens wenig beachtet worden sind. So haben eine 
Reihe von Autoren Spiralen beobachtet, teils schon im Leptotiin, teils 
erst im spdten Pachytan (eine Zusammenstellung und Diskussion der 
alteren Arbeiten findet sich bei Straus 1938). Neuerdings haben 
OEHLKERS und EBERLE (1957) gezeigt, daB bei Bellevalia schon im Ruhe- 
kern und natiirlich auch in allen spateren Stadien Spiralen vorhanden 
sind, und im spaten Pachytian von Salvia nemorosa kann man eine groBe 
und eine kleine Spirale erkennen (LINNERT 1955). So diirfen wir es also 
als sicher betrachten, daB die Pachytinchromosomen spiralisiert sind. 
Natiirlich wird es bei vielen Objekten nicht méglich sein, die Spiralen zu 
sehen, weil das von der Dicke der Chromonemata abhiangt. 

Eine andere, noch zu klarende Frage ist die nach der Variabilitét und 
der Entwicklung der Chromosomen wahrend des Pachytins. Eine 
Zunahme des Chromosomendurchmessers und der heterochromatischen 
Verdickungen fanden auch OEHLKERS und EBERLE bei Bellevalia. Gorr- 


Cytologische Untersuchungen an Aquilegia. II 603 


SCHALK (1956) fand bei Solanum signifikante Unterschiede in der Linge 
und dem SchenkelverhAltnis des von ihm untersuchten Chromosoms, die 
er auf unterschiedliche Spiralisation zuriickfiihrt. Auch WAaNGENHEIM 
(1957) weist auf die groBe Variabilitat der Pachytaénchromosomen hin, 
fiir die er allein die Préparation verantwortlich machen méchte. Wenn 
es aber auch genetisch gesteuerte Verdinderungen von Spiralisation und 
Heterochromatie gibt, dann 148t sich die Kontroverse zwischen den 
beiden Autoren doch so auflésen, daB beide recht haben. Sie ist darum 
entstanden, weil sich die Chromosomen mancher Artbastarde im Pachy- 
tain vollstaéndig paaren, obwohl GorrscHALK bei den Eltern unterschied- 
liche Heterochromatinstrukturen beobachtet hatte. Es scheint mir 
durchaus méglich, daB kompakte groBe Heterochromatinkomplexe bei 
manchen Arten oder auch zu verschiedener Zeit weitgehend aufgelockert 
sein kénnen. Etwas Ahnliches wurde bei Digitalis gefunden, wo die 
Chromosomen kurz nach der Auflésung der Synizesis machtige hetero- 
chromatische Mittelstiicke mit auffallenden sekundaren Paarungs- 
tendenzen besitzen ; spater sind sie langgestreckt und gegliedert (LINNERT 
1949). Bei Salvia argentea kommen in einem Praparat lange Chromo- 
somen mit verteiltem Heterochromatin und kurze mit stark kontra- 
hierten Mittelstiicken gleichzeitig vor (LINNERT 1955). Aber weder vom 
Roggen (Lima-DE-F arta 1952) noch von den Gesneriaceen, von Aloe und 
Paeonia (EBERLE 1956, 1957a, b), noch von den Kompositen (SCcHERZ 
1957) und den Tomaten (BRown 1949, GottscHaLK 1951) wurden Ent- 
wicklungserscheinungen berichtet, die mit denen von Aquilegia vergleich- 
bar waren. Stellt diese Art einen Sonderfall dar? Eine sehr einfache 
Erklarung liegt in der groBen Zahl der untersuchten Praparate. Bei einer 
Pachytiananalyse wird meistens eine gewisse Selektion getrieben, weil 
man die typischen, deutlichen Chromosomen des spaten Pachytans 
heraussucht. Es ist auch méglich, da8 bestimmte Phasen, die bei 
Aquilegia zuginglich sind, bei anderen Arten in der Synizesis versteckt 
liegen (Marquarpr 1937, JaPpHa 1939). Ein Unterschied zwischen 
Aquilegia und den meisten anderen Objekten besteht aber ganz gewiB: 
Aquilegia hat extrem kieine Chromosomen. Das hat vermutlich seine 
Ursache in einem besonders niedrigen Polytianiegrad, der bewirkt, daB 
die feinsten Faden der friihen Stadien, die man z. B. bei Bellevalia sehr 
gut sehen kann, bei Aquilegia unterhalb der Grenze der mikroskopischen 
Sichtbarkeit liegen. Das Sichtbarwerden des Euchromatins, das bei 
anderen Formen wahrend des Ubergangs vom Ruhekern zum Leptotan 
vonstatten geht, ist darum bei Aquilegia auf eine spatere Phase, namlich 
das Pachytaén verschoben. Darin diirfte die Ursache fiir das Auftreten 
der ,,Stummelchromosomen‘‘ zu suchen sein, die man bei andern Ob- 
jekten noch nicht gefunden hat. Gerade durch die Kleinheit und Fein- 
heit ihrer Chromosomen hat uns also Aguilegia Vorgange erkennbar 
gemacht, die bisher unbekannt waren. 
40* 
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Zusammenfassung 

1. Das Pachytan ist nicht einheitlich, sondern zeigt eine Entwicklung, 
die sich bei Aquilegia in vier morphologisch unterscheidbare Phasen auf- 
gliedern 1aBt. 

2. Diese Entwicklung besteht 1. in der Zunahme der Dicke und Farb- 
barkeit der Chromonemen; 2. in der Zunahme der heterochromatischen 
Chromomeren an Masse; 3. in der Streckung einer sichtbaren Spirale. 

3. Die zunehmende Chromonemadicke wird durch das Auftreten 
einer zweiten, kleineren Spirale erklart, die bewirkt, da8 die submikro- 
skopischen Chromonemata einen mikroskopisch gerade noch sichtbaren, 
scheinbar glatten Faden bilden. 

4. Die typische Chromomerenstruktur des Pachytins tritt erst kurz 
vor dem Eintritt in das Diplotan auf. Sie wird als Heterochromatisierung 
vorgebildeter Chromosomenorte gedeutet. 

5. Die Chromosomenstruktur ist also sehr variabel; tiber die durch 
die Entwicklung bedingte Variabilitat hinaus scheinen sich quantitative 
Unterschiede zwischen den untersuchten Arten und Artbastarden ab- 
zuzeichnen: Die Neigung zu immer diffusen Enden bei den Bastarden 
mit A. buergeriana wird durch langsamere Spiralisationsgeschwindigkeit 
der Kleinstspirale erklart; die extrem kurzen Chromosomen von A. cana- 
densis bilden eine besonders enge gréBere Spirale; die Méglichkeit eines 
héheren Polytaniegrades wird als Erklarung fiir die besonders langen und 
substanzreichen Chromosomen des Bastardes A. longissima x glandulosa 
herangezogen. 

6. Eine Erklarung fiir das besondere cytologische Verhalten der 
Chromosomen von Aquilegia ergibt sich aus ihrer Kleinheit und dem da- 
mit verbundenen submikroskopischen Chromonemadurchmesser im 
friihen Pachytan. 
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